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RESUMO

SARAIVA, R.M.C. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE PLANTAS MEDICINAIS
FRENTE A BACTERIAS MULTIRRESISTENTES E A SUA INTERACAO COM
DROGAS ANTIMICROBIANAS. 94f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Para, Belém-PA, 2012.

O controle de micro-organismos infecciosos multirresistentes as vezes é ineficaz
mesmo com o desenvolvimento de novos antibidticos. Diversos extratos de plantas
medicinais tém efeitos antimicrobianos o que pode representar uma alternativa
terapéutica para doengas infecciosas, principalmente quando associados aos
antibioticos de uso clinico. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana de plantas medicinais sobre bactérias multirresistentes e os efeitos de
sua interacdo com drogas antimicrobianas. Foi determinada a atividade
antibacteriana de extratos e fracdes das plantas Eleutherine plicata (marupazinho),
Geissospermum vellosii (pau-pereira) e Portulaca pilosa (amor-crescido) frente a
isolados de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistente (ORSA) e de Pseudomonas
aeruginosa multirresistente, provenientes de processos clinicos humanos, assim
como a interacdo destes produtos vegetais com drogas antimicrobianas de uso
clinico. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de disco difusdo em
agar Muller Hinton e a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo em placas utilizando caldo Muller Hinton como meio de cultura e
resazurina a 0,01% como revelador de crescimento bacteriano. Os extratos e
fracGes foram testados nas concentracfes de 500, 250, 125, 62,5, 31,2 e 16,2 pug/mL
dissolvidos em DMSO a 10%. As plantas E. plicata e G. vellosii demonstraram
atividade contra os isolados ORSA com CIM de 125 pg/mL, enquanto que P. pilosa
teve acdo sobre os isolados de P. aeruginosa multirresistentes com CIM de 250
pg/mL. Ocorreram 25% de sinergismo e apenas 5% de antagonismo entre as 120
interacbes de produtos vegetais e drogas antimicrobianas testadas. Frente aos
isolados ORSA houve sinergismo com as drogas ciprofloxacina, clindamicina e
vancomicina tanto com os derivados de E. plicata como os de G. vellosii. Os
produtos de P. pilosa potencializaram a acdo das drogas aztreonam, cefepime e
piperacilina+tazobactam frente aos isolados de P. aeruginosa multirresistentes. Os
resultados comprovaram o potencial das plantas E. plicata, G. vellosii e P. pilosa no
controle de infeccbes bacterianas envolvendo fendtipos multidrogas resistentes
(MDR) e que a sua interagdo com drogas antibacterianas pode representar uma
nova alternativa na terapia destas infeccoes.

Palavras-chave: Plantas medicinais, extratos vegetais, farmacorresisténcia
bacteriana multipla, sinergismo farmacolégico, antagonismo de drogas.



ABSTRACT

SARAIVA, R.M.C. ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF MEDICINAL PLANTS USED
AGAINST MULTI-RESISTANT BACTERIA AND THEIR INTERACTION WITH
ANTIMICROBIAL AGENTS. 94f. Thesis (Master). Graduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Institute of Health Sciences, Federal University of Pard,
Belém-PA, 2012.

Infection control of the multidrug-resistant microorganisms sometimes is ineffective
even with the development of new antibiotics. Many herbal extracts have
antimicrobial effects and may represent an alternative therapy for infectious
diseases, mainly when associated with antibiotics of clinical use. The aim of this
study was to evaluate the antibacterial activity of medicinal plants in multidrug-
resistant microorganisms and their interaction with antimicrobial agents. We evaluate
the antibacterial activity of plant extracts and fractions of Eleutherine plicata
(“marupazinho”) Geissospermum vellosii (“pau-pereira”) and Portulaca pilosa (“amor-
crescido”) against isolates of Oxacillin-Resistant Staphylococcus aureus (ORSA) and
multi-resistant bacteria Pseudomonas aeruginosa, from human clinical isolates. Also
we evaluate interaction of these plant extracts with antimicrobial agents of clinical
use. The antibacterial activity was determined by disk diffusion on Mueller Hinton
agar and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by micro dilution plate
technique using Muller Hinton broth as culture medium and 0.01% resazurin as a
developer of bacterial growth. The extracts and fractions were tested at
concentrations of 500, 250, 125, 62.5, 31.2 and 16.2 pg/mL dissolved in 10% DMSO.
Plants E. plicata and G. vellosii demonstrated activity against ORSA isolates with
MICs of 125 ug/mL, whereas P. pilosa had an effect on the isolates of P. aeruginosa
with MIC of 250 ug/mL. There were 25% of synergism and only 5% of antagonism of
all 120 plant and antimicrobial agents interaction tested. ORSA isolates had
synergistic interaction with ciprofloxacin, clindamycin and vancomycin agents and
with both plant derivatives of E. plicata and G. vellosii. The derivatives of P. pilosa
potentiated the action of the aztreonam, cefepime and piperacillin + tazobactam
agents compared to the isolates of P. aeruginosa multidrug-resistant. The results
shows therapeutic potential of E. plicata, G. vellosii and P. pilosa in the control of
bacterial infections involving multidrug-resistant phenotype (MDR) and its interaction
with antibacterial agents may represent a new alternative in the therapy of these
infections.

Keywords: medicinal plants, plant extract, drug multiple bacterial, pharmacological
synergism, drug Antagonism.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas € uma estratégia
antiga utilizada por praticamente todas as populacées do mundo. Registros
histéricos datados desde 4.000 a.C. comprovam a utilizagdo de plantas na busca
pela cura de enfermidades nos povos egipcios e chineses, entre outros. Na Asia,
Africa e América Latina, existe uma dependéncia na medicina alternativa como uma
solucdo para problemas de saude da populacdo. No Brasil € comum, tanto nas
regides mais pobres como também nas grandes cidades, o comércio de plantas
medicinais em feiras livres, mercados populares e plantadas nos quintais de casas
(DUARTE, 2006).

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando com
um numero estimado acima de 20% do numero total de espécies do planeta. Com
mais de 55 mil espécies descritas, 0 que corresponde a 22% do total mundial, esta
rica biodiversidade é acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas
medicinais e conhecimento tradicional associado. Aproximadamente 48% dos
medicamentos empregados na terapéutica advém direta ou indiretamente, de
produtos naturais, especialmente de plantas medicinais (CARVALHO et al. 2007).

De acordo com projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM),
o mercado de medicamentos fitoterapicos movimenta até 500 milhdes de dolares por
ano no Brasil e estima-se que no mundo, seria gasto cerca de US$ 27 bilhdes (em
torno de 7% do mercado mundial de medicamentos) com plantas medicinais. O
mercado farmacéutico tradicional cresce, mundialmente, de 3% a 4% ao ano,
enguanto o de fitoterapicos sobe de 6% a 7% (BOTSARIS, 2010).

A OMS reconhece a importancia do potencial terapéutico das plantas, mas faz
adverténcias quanto ao uso e preparo inadequado, e recomenda cuidados se
considerarmos a falta de conhecimento sobre os possiveis efeitos colaterais com
uma administracdo conjunta a medicamentos prescritos (MOERMAN, 1991,
FARNSWORTH, 1994; DE SMET, 1997; CALIXTO, 2000). De qualquer forma, o que
ocorre na maioria das sociedades atuais € uma complementaridade entre a alopatia
e 0 uso de plantas medicinais (LUSTOSA, 2012).

Em razdo ao aumento da resisténcia bacteriana as mudltiplas drogas

antimicrobianas surgem a preocupacdo e a procura de novas alternativas
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terapéuticas, com as plantas medicinais representando uma importante fonte para
obtencdo destes medicamentos. A atividade antimicrobiana de extratos e Oleos
essenciais de plantas medicinais foi comprovada em varios estudos realizados em
paises que possuem uma flora diversificada (HOLETZ et al. 2002; NOVAIS et al.
2003; NOSTRO et al. 2004; AHMED et al., 2005; LIMA et al., 2006; PAREKH &
CHANDA, 2007; ADWAN et al. 2008; PORFIRIO et al. 2009; CANTON e ONOFRE.,
2010; MULYANINGSIH et al. 2011; CHEN-LUNG et al. 2012). Na Amazdbnia
Brasileira, com grande variedade de plantas medicinais, pesquisas evidenciando que
estas podem ser fontes de substancias antimicrobianas tém sido frequentemente
relatadas nos ultimos anos (BARBOSA et al. 2008; RIBEIRO et al. 2009; MENEZES
et al. 2009; ARAUJO. 2010; VINAGRE et al. 2011; CAMELO et al. 2011; MENDES et
al. 2011; NASCIMENTO et al. 2012)

Segundo MICHELIN et al. (2005) os antibiéticos vegetais possuem uma
estrutura quimica que difere daquela dos antibidticos derivados de micro-
organismos, podendo regular o metabolismo intermediario de patégenos, ativando
ou bloqueando reacfes e sintese enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de
membranas. Porém, desde o advento dos antibiéticos, o uso de derivados de
plantas como antimicrobianos tem sido virtualmente inexistente (COWAN, 1999).

Apos descobrir a penicilina, Fleming foi também o primeiro a observar a
resisténcia natural dos micro-organismos aos antibidticos, descrevendo que
bactérias do grupo coli-tifoide ndo eram inibidas pela penicilina. A causa dessa
resisténcia foi descoberta por Abraham e Chain que demonstraram em culturas de
Escherichia coli uma enzima capaz de bloquear a agéo da penicilina, denominada de
penicilinase (BUSH, 1989).

A aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos trata-se de um fendmeno
genético, relacionado com alteracdo de genes contidos nos micro-organismos, que
codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acao das drogas,
estes mecanismos de acdo podem ser: interferéncia na sintese da parede celular;
inibicAo da sintese de proteina; interferéncia na sintese de acido nucléico;
diminuicdo da permeabilidade ao agente antimicrobiano e destruicdo da estrutura da
membrana celular (TENOVER, 2006).

A resisténcia bacteriana pode surgir por aquisicdo de mutacbes ou por
aquisicdo de material genético de outras bactérias. Os genes que codificam

proteinas envolvidas nos mecanismos de resisténcia podem estar localizados no
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cromossomo ou em elementos extra cromossdmicos, como 0s plasmideos e os
transposons, que se movimentam com facilidade de uma cepa para outra, de uma
espécie para outra, ou mesmo de um género a outro (TAVARES, 2001; ROSSI e
ANDREAZI, 2005).

Apesar da disponibilizagdo de novos antibitticos, a resisténcia bacteriana
ocorre em ritmo crescente nos diferentes patégenos Gram positivos e Gram
negativos e representa um grande desafio terapéutico (ROSSI e ANDREAZII, 2005).
Nas ultimas décadas o enfoque dado para o controle das infec¢cdes por bactérias
Gram negativas, pode ter contribuido para o surgimento de bactérias Gram positivas
multirresistentes,  principalmente  Staphylococcus resistentes a meticilina,
Pneumococcus resistente a penicilina e eritromicina, Enterococcus resistentes a
vancomicina e também as Gram negativas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae resistentes a B-lactamicos e carbapenens (LOW e NADLER, 1997,
SANTOS FILHO et al. 2002).

Considerando o aumento de bactérias multirresistentes devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, o reconhecimento da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) quanto ao potencial terapéutico das plantas, e que o uso associado
das plantas medicinais e/ou seus subprodutos com drogas antimicrobianas pode
inibir ou intensificar o efeito terapéutico dos medicamentos convencionais, 0
presente trabalho pretende selecionar potenciais candidatos ao desenvolvimento de
fitoterapicos antibacterianos, bem como avaliar possiveis interacbes com a atividade
de drogas antimicrobianas utilizadas na rotina da clinica médica.

Para isso, foram selecionadas as plantas Eleutherine plicata (marupazinho),
Portulaca pilosa (amor-crescido) e Geissospermum vellosii (pau pereira) por serem
plantas utilizadas na medicina tradicional da Amaz6nia para tratamento de doencas
infecciosas (SCHULTES e RAFFAUT, 1990; MORS, 2000; DI STASI e HURAMA-
LIMA, 2002; PINTO, 2008; FENNER et al. 2006), e que estdo em processo de
estudo das atividades biologicas e de caracterizagdo fitoquimica e farmacogndéstica
nos grupos de pesquisa do Programa de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Para — PPGCF-UFPA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos” (OMS, 2002). A terapéutica caracterizada pela utilizacdo de plantas
medicinais em suas diferentes preparacbes farmacéuticas, sem a utilizacdo de
substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal, caracteriza a fitoterapia
(LUZ NETTO JR, 1998).

A utilizacdo de plantas pelo homem objetivando a promoc¢éo e manutencao de
sua saude € comprovada historicamente por registros de longa data, como por
exemplo, 0s egipcios, assirios, mesopotamicos, indianos e chineses. As plantas
serviam para afeccbes variadas, desde febres, distarbios psicolégicos e
gastrointestinais, a infec¢des bacterianas, acne, gota, e até epilepsia, pelo emprego
de formulacbes simples, como cataplasmas, chas, decoctos, po6s, defumadouros,
tinturas e outras formulagbes herbais (BALUNAS e KINGHORN, 2005;
HALBERSTEIN, 2005).

O conhecimento acumulado durante séculos continua sendo valioso para as
geracbes atuais. A etnofarmacologia fornece pistas sobre substancias
potencialmente Uteis no desenvolvimento de novos farmacos baseado em
observacbes feitas em diversas areas como quimica, bioquimica, botanica,
farmacologia e antropologia (FABRICANT e FARNSWORTH, 2001).

Em todo o mundo, e em particular nos paises da America do Sul, o uso de
plantas medicinais contribui significativamente com os primeiros cuidados com a
saude (MACIEL et al. 2002). No Brasil devido & rigueza de sua flora e ao
conhecimento popular transmitido através das geracdes, as plantas medicinais sao
vendidas em feiras livres e mercados populares, muitas delas sendo usadas para
curar varias enfermidades da populacdo (DUARTE, 2006).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) os remédios

extraidos de plantas séo utilizados por 80% da populagdo mundial, em especial nas
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areas rurais dos paises em desenvolvimento ou em locais onde a populacdo néo
tem acesso ou condicbes de adquirir medicamentos (TADEG, 2005). Nos paises
desenvolvidos, a chamada medicina complementar e alternativa tem sido utilizada
com frequéncia, de forma concomitante a medicina convencional. Nos Estados
Unidos, por exemplo, o crescimento da fitoterapia foi superior a 50% no periodo de
1997 a 2002 (RIBEIRO e MOURA, 2009).

A OMS lancou em 2002, um plano de estratégias para incentivar a utilizacao
da medicina tradicional (ou alternativa) nos programas de Assisténcia a Saude de
seus paises membros, sendo as metas principais: a criacdo de politicas publicas
para o incentivo a programas de aplicacdo nos Sistemas Nacionais de Atencdo a
Saude; fomento a seguranca, eficacia e qualidade da pratica da medicina tradicional;
aumento do acesso a esta pratica terapéutica e promocdo do uso racional da
medicina tradicional (OMS, 2002).

No Brasil, um numero significativo de plantas é usado na forma de extratos
brutos para tratar infeccbes comuns embora, poucas evidéncias cientificas sejam
relatadas comprovando a eficacia desse tratamento. Sob este aspecto, verifica-se
que a fitoterapia vem crescendo no pais, tornando-se um setor econémico
importante devido a sua popularidade como alternativa nos cuidados com a saude
(LIMA et al. 2006).

A politica para o uso de plantas medicinais no servigco publico no Brasil foi
estabelecida através da Portaria n°. 971 de 03 de maio de 2006 que aprovou, na
forma do Anexo, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde — SUS (BRASIL, 2006a) e, através do Decreto
n° 5813 de 22 junho de 2006 que aprovou a Politica de Plantas medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) no pais (BRASIL, 2006b).

Reconhecendo o potencial terapéutico das plantas medicinais e visando o seu
melhor aproveitamento para a populagéo brasileira, o Ministério da Saude atraves do
Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos (DAF), 6rgao da
Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), aprovou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de satde
(RENISUS), que lista 71 espécies vegetais que foram selecionadas por serem
amplamente utilizadas pela populacdo brasileira. A finalidade da relacdo € orientar
estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da lista de plantas

medicinal e fitoterapica a serem disponibilizados para uso da populacdo, com
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seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenca. (BRASIL, 2009).

2.1.2. Eleutherine plicata — Marupazinho

Planta do género Eleutherine, pertencente a familia Iridaceae, a Eleutherine
plicata esta amplamente distribuida no Brasil. Muitos autores consideram a E. plicata
(Fig. 1) e E. bulbosa como sendo a mesma espécie, tendo caracteristicas muito
semelhantes. E uma planta herbacea bulbosa e rizomatosa, acaule, entouceirada,
de 20 a 30 cm de altura, suas folhas s&o simples, inteiras, plissadas
longitudinalmente e inflorescéncia em paniculas de flores rosa. Os bulbos
apresentam escamas semelhantes a cebola, de colorac¢édo vinho e exsudando latex
branco quando cortados. Multiplicam-se facilmente pelos bulbos, tornando-se
persistente em muitas areas a ponto de ser considerada “planta daninha”. Nas
regides do Sul e Sudeste do Brasil, perde a parte aérea durante o inverno e na
regido Nordeste formam touceiras decumbentes (ALBUQUERQUE, 1989; VIEIRA,
1992; LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 1 - Bulbo de Eleutherine plicata (marupazinho)
Fonte: BORGES, 2012
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A planta é nativa da América tropical, incluindo os campos secos da
Amazobnia brasileira, conhecida popularmente como marupazinho, marupad,
marupari, palmeirinha, marupa-piranga, marupari (LORENZI e MATOS, 2002).

Esta planta € amplamente utilizada na medicina caseira de quase todo pais,
principalmente na regido Amazébnica, hébito iniciado pelas popula¢des indigenas
desta regido. De acordo com o0 uso popular, 0os rizomas sdo empregados contra
gastralgia, diarreia e vermes intestinais (SCHULTES, 1990; MORS, 2000), ha relatos
também de possuir acao dilatadora coronéria, potencialmente Gtil no tratamento de
doencas cardiacas (CHEN et al. 1984) e acédo antifertilidade (WENIGER 1982;
GRENAND, 1987).

Como medicacdo caseira, na Amazbnia, é usada para o tratamento de
diarreia e amebiase, fervendo-se 2 bulbos cortados em pequenos pedacos durante
15 minutos em 500 mL de agua e ingerindo-se uma xicara antes das refeicbes
(GRENAND, 1987).

PINTO, (2008) em levantamento etnofarmacéutico realizado na cidade de
Igarapé-Miri-PA-Brasil, relatou a utilizacdo dos bulbos de E. plicata em forma de cha
pela populacdo local no tratamento de diarreia, amebiase, infeccdo intestinal,
doencas hepaticas, hemorragias e anemia. Ao extrato dessa planta foram
comprovadas propriedades antibacterianas e antifangicas (MENEZES et al., 2009;
RIBEIRO, 2008; MALHEIROS, 2008; RIBEIRO et al. 2009) e antiparasitaria com
efeito contra E. histolytica/dispar (NASCIMENTO et al. 2012). E citada na sua
composi¢cdo quimica a presenca de naftoquinona, antraquinonas do tipo crisofanol,
além de uma saponina esteroidal (GRENAND, 1987; ALBUQUERQUE, 1989;
VIEIRA, 1992).

RIBEIRO, (2008) relatou que no teste de prospeccao fitoquimica de E. plicata
foram detectados acucares redutores, fendis, taninos, esteroides, terpendides,
azulenos, carotenoides, depsidios, depsidonas e derivados de cumarina enquanto
gque MALHEIRQS, (2008) isolou os compostos isoeleuterol e isoeleuterina da fragao
cloroférmica de bulbos da planta através de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE).
NASCIMENTO et al. (2012) relataram que o isoeleuterol e isoeleuterina seriam 0s
responsaveis pela atividade antimicrobiana frente ao protozoario E. histolytica/E.
dispar demonstrada pelo extrato bruto da planta.

A E. plicata faz parte da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais elaborada

pelo Ministério da Satde do Brasil como sendo de interesse ao Sistema Unico de



22

Saude (SUS) para estudos visando futuras aplicacdes em fitoterdpicos (BRASIL,
2009).

2.1.3. Geissospermum vellosii — Pau-pereira

7

A familia das Apocynaceae € considerada dicotiledbnea caracterizada
normalmente pela presenca de latex, sendo constituida por cerca de 155 géneros e
2000 espécies, com distribuicdo nas regidbes Tropicais e Subtropicais
(LORENZI,1998) A familia Apocynaceae se caracteriza quimicamente de estruturas
alcaloidicas (PEREIRA et al.2007) principalmente monoterpénicos (BOLZANI et
al.,1987). Vérios alcaloides inddlicos ja foram isolados desta familia, em especial dos
géneros Aspidosperma e Geissospermum.

O Geissospermum vellosii (Fig. 2), arvore com altura em torno de 10-15m,
com o tronco de 40-60 cm de didametro, que ocorre desde o sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul, em Minas gerais, Goids e no Mato Grosso. E conhecida
popularmente como guatambu, peroba ou Pau-pereira. Desta espécie foi isolado o
alcaloide N-metiltetraidroelipiticina (BOLZANI et al.1987; LORENZI,1992).

Figura 2 - Folhas de Geissospermum vellosii (pau pereira)
Fonte: http://www.arvores.brasil.nom.br/florin/pereira.htm
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Francisco Freire Allemdo de Cysneiros (1797-1874), médico e botanico
brasileiro, reuniu caracteristicas diferenciais da planta e observando que estas eram
distintas de todas apresentadas por géneros existentes, criou em1845, o género
Geissospermum, levando em consideracdo a disposi¢cao genérica das sementes. Em
homenagem ao primeiro botanico que a descreveu, Freire Allem&o denominou a
espécie de Geissospermum vellosii Allemdo (Apocynaceae). Muitas espécies sdo
chamadas popularmente de pau-pereira, como a Aspidosperma parvifolium A. DC.
(Apocynaceae), o que leva a confusdes, ja que as constituicbes quimicas destas
espécies sao diferentes. Esta aspidosperma é utilizada pelo povo para a cura das
mesmas enfermidades e por isso é reconhecida pelo mesmo nome (JACOME et al.
2003, 2004).

Utilizada pelos indigenas contra impaludismo, inapeténcia, ma digestao,
tontura, prisdo de ventre e como febrifugo e segundo levantamento etnobotéanico
realizado por FENNER et al. (2006) € usado popularmente no tratamento de sinais e
sintomas relacionados a infec¢des fungicas e como antisséptico. Além disso, sua
madeira era utilizada para construcdo e fabricacdo de cabos de ferramentas
agricolas (PIO, 1984). O farmacéutico brasileiro, Ezequiel Corréa dos Santos isolou
o principio ativo das cascas do pau-pereira, em 1838, e o descreveu como sendo um
alcaloide, denominando-o pereirina.

Segundo ALMEIDA et al. (2007a) o Geissospermum vellosii possui varias
classes de compostos metabolitos secundarios em especial os alcaloides, e a casca
apresenta os seguintes alcaloides: geissospermina, geissosquizina, geissoschizolina
e flavopereirina.

Nao foi encontrado qualquer relato sobre a pesquisa da atividade

antimicrobiana da planta na literatura pesquisada.

2.1.4 Portulaca pilosa L — Amor-crescido

A familia Portulacaceae inclui cerca de 30 géneros e 500 espécies, que se
distribuem principalmente no Oeste da América do Norte, América do Sul e Africa,
com alguns poucos representantes na Europa e Asia. Os géneros mais
representativos sao: Portulaca L. com cerca de 100 espécies, Calandrinia Kunth com
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cerca de 150 espécies e Talinum Adans com mais de 50 espécies (CAROLIN,
1993). Essa familia tem distribuicdo cosmopolita, sendo ocorrentes no Brasil,
aproximadamente, 30 espécies, pertencentes aos géneros Portulaca e Talinum
(SOUZA e LORENZI, 2005).

A Portulaca pilosa L (Fig. 3) € uma planta herbacea com folhas carnosas e
flores vermelhas em cachos terminais, sendo comum nas Ameéricas. Como uso
popular, a infusdo das folhas, em descanso noturno, é hepato-protetor, antidiarréico
e diurético, ao passo que as folhas contusas, em emplastro, servem para
gueimaduras, erisipelas e ferimentos (MENDES et al. 2011). Estudos com o extrato
hidroalcoodlico de P. pilosa verificaram que essa espécie possui efeitos renais,
aumentando a excrecdo de ions potassio, mas ndo apresenta acdo diurética ou
mudanca na excrecao de sodio como acreditado popularmente (ROCHA et al. 1994).
A atividade de inibicdo de tirosinase de cogumelo in vitro pode tornar a espécie
passivel de ser utilizada no tratamento de melanomas, se essa atividade for
confirmada em testes que utilizem melandcitos humanos (BAURIN et al. 2002).
Segundo DI STASI e HURAMA-LIMA, (2002), a planta possui potencialidade de ser
importante antibiético de largo espectro.

Figura 3 - Portulaca pilosa :amor-crescido
Fonte:_http://www.plantasquecuram.com.br/Templates/

Segundo MENDES et al. (2011) a prospeccao fitoquimica do extrato etandlico
da P. pilosa revelou a presenca de agucares redutores, fendis e taninos, esteroides,
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triterpendides, glicosideos cardiacos e carotenoides, e na verificagdo preliminar da
atividade antimicrobiana, ocorreu atividade apenas contra P. aeruginosa.
OLIVEIRA et al. (2011) ndo encontraram atividade da planta frente ao

Mycobacterium tuberculosis.

2.2 Resisténcia bacteriana

As doencas infecciosas afetam milhdes de pessoas em todo o mundo e ao
longo da histéria da humanidade, sempre representaram uma das principais causas
de morte. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
infecciosas representam 26% da mortalidade global estimando-se que cerca de
50.000 pessoas morra a cada dia em todo o mundo por estas doencas (BECKER et.
al. 2006; CHANDA e RAKHOLIYA, 2011). O problema tem se agravado devido o
surgimento de micro-organismos multirresistentes, presentes em infeccdes
hospitalares e comunitarias, diminuindo as opc¢des de antibioticoterapia (LEVY,
2005; ANDRADE et al. 2006; REYNOLDS, 2009; ANURADHA et al. 2010).

Segundo o critério mais usado, bactérias ou germes multirresistentes sao 0s
micro-organismos que apresentam resisténcia a maioria dos antimicrobianos, para
0S quais esses germes sao originalmente sensiveis (COUTO, 2003). O uso
indiscriminado e irresponsavel de antibidticos, terapéutica ou profilaticamente,
humano ou veterinario, tem favorecido a pressdo seletiva e predominancia de
especies bacterianas cada vez mais resistentes (DEL FIOL et al. 2010).

A descoberta dos antibidticos foi uma parte essencial no combate a infec¢cbes
bacterianas que sempre assolaram a humanidade. Entretanto, o desenvolvimento e
a disseminacgdo da resisténcia bacteriana aos antibioticos atualmente disponiveis é
uma séria preocupacao mundial.

Muitos programas internacionais de controle da resisténcia bacteriana foram
lancados desde o fim da década de 1990, como exemplo: Sentry Antimicrobial
Surveillance Program, em 1997; Europeau Antimicrobial Resistance Surveillance
Sytem (EARSS), em 1998; Centers for Diasease Control for and Prevention
Antibiotics (CDC), em 1998. No Brasil a Rede Nacional de Monitoramento da

Resisténcia Antimicrobiana em Servicos de Saude (RM) foi criada pela Agencia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2004, em parceria com a
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a Coordenacdo Geral de
Laboratérios de Saude Publica do Ministério da Saude (CGLAB - SVS). Todos estes
programas visam a conscientizacdo sobre o uso racional de antibioticos, além da
pesquisa sobre o mecanismo de transferéncia da resisténcia bacteriana e novos
métodos de deteccdo da mesma (BOUCHILON et al. 2004; TENOVER, 2006).

A eficacia de antibidticos para combater infeccbes microbianas foi muito
promissora logo apds a sua introducdo. No entanto, em seu discurso de 1945
quando recebeu o Prémio Nobel, Fleming advertiu que o uso indevido de antibiéticos
resultaria em resisténcia (FLEMING, 1945). Algumas décadas apos esse discurso, 0
problema da resisténcia antimicrobiana tornou-se generalizado e uma questao
relevante na medicina.

O primeiro caso de resisténcia antimicrobiana foi publicado em 1947 quando
relatado o isolamento de Staphylococcus pyogenes (atualmente Staphylococcus
aureus) resistentes a penicilina em 38 de 100 pacientes com infeccbes
estafilococicas na Inglaterra (BARBER, 1947).

Em 1957, o anel lactamico acido 6-aminopenicilanico foi purificado abrindo as
pesquisas para a penicilina semissintética. A sintese da meticilina e ampicilina em
1960 e 1961 marcou a introducdo da penicilina semissintética ocorrendo, em
seguida, relatos sobre a reducdo na incidéncia de resisténcia como resultado da
introducdo dos novos antibidticos (WALDVOGEL, 1999; ROLINSON e GEDDES,
2007). No entanto, logo em seguida em 1961, cepas de S. aureus resistentes a
meticilina e outras penicilinas semissintéticas foram isoladas (JEVONS, 1961). Em
1984, foi estimado que a sensibilidade de S. aureus a penicilina foi reduzida de 85%
antes de 1946 a entre 20% e 30%.

Em 2003, foi relatada que a ocorréncia de S. aureus meticilina resistente
(MRSA) isolados de swab nasal de individuos sadios foi 91% na Coréia (JEONG et
al. 2007) e 82,1% na Alemanha (FLUEGGE et al. 2006). A incidéncia elevada em
individuos saudaveis foi relacionada com a utilizagdo excessiva de antibioticos.

Um relatério do Canada estima que a resisténcia de cepas de S. aureus
MRSA foi de cerca de 92% para fluoroquinolonas e de 90% para claritromicina
(ZHANEL et al. 2008).
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JACOBS et al. (2008) relataram que a susceptibilidade de Streptococcus
pneumoniae as penicilinas e clindamicina foi inferior a 49% em todos os isolados
testados nos EUA em 2004.

A proporgdo de MRSA em todos os isolados de S. aureus na Inglaterra e Pais
de Gales aumentaram de forma constante entre 1989 e 1997 (SMAC, 1998). No
entanto, um relatério da Health Protection Agency (HPA) do Reino Unido indicou que
0 aumento atingiu o pico e estabilizou em 42% entre 2000 e 2002, depois que um
declinio foi experimentado baixando a incidéncia para cerca de 38% em 2006
(LHPA, 2007). O declinio pode ser devido a uma maior consciéncia e politica mais
eficiente no uso de antibibticos e a programas rigorosos de controle de infec¢cao no
Reino Unido (PATEL e MANDAN, 2000).

Segundo NGOWKE et al. (2011), a epidemiologia da resisténcia aos
antibiéticos varia de regido e de pais. Enquanto alguns paises estédo registrando um
declinio, outros estdo experimentando um aumento da resisténcia bacteriana. No
entanto, esta evidente que o aumento ou a diminuicdo tem sempre uma ligacao
direta com o uso indiscriminado de antibiéticos (TACCONELLI et al. 2009).

2.2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, juntamente
como 0s géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Atualmente, o
género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo que 17 delas podem ser isoladas
de amostras biologicas humanas. A principal espécie deste género é o S. aureus,
gue tem a forma esférica (sdo cocos), cerca de 1 ym de didametro, e formam grupos
com aspecto de cachos de uvas. Importante patégeno envolvido na etiologia das
infeccbes humanas, sendo encontrado, como microbiota normal, nas fossas nasais,
virilha e axilas. E responsavel por diferentes tipos de infeccdes, a maioria infeccdes
ligeiras da pele e tecidos moles, mas também é agente etioldgico de formas graves
de pneumonia, endocardites e sepsis (MENEGOTTO e PICOLI, 2007).

A bactéria S. aureus apresenta uma grande variacdo no grau de sensibilidade
a antimicrobianos de amplo espectro de acédo, como, por exemplo, Staphylococcus

aureus intermediario a vancomicina (VISA), Staphylococcus aureus resistente a
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meticilina/oxacilina (MRSA/ORSA). Estudos tém documentado também um aumento
de custos associados a infecgcbes por MRSA em hospitais, onde decorrem de
internacdo prolongada, necessidade de antimicrobianos mais caros e gastos
indiretos com medidas de controle da infeccdo (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

O aumento da frequéncia de infec¢cdes hospitalares causadas por S. aureus
(Fig. 4) resistentes a MRSA/ORSA foi paralelamente acompanhado da aquisi¢cao de
resisténcia a maioria dos antimicrobianos com atividade antiestafilocécica
disponiveis, como aminoglicosideos, cloranfenicol, lincosamideos, macrolideos,
quinolonas e tetraciclina. Por conseguinte, os glicopeptideos, principalmente a
vancomicina, tornaram-se uma das poucas alternativas terapéuticas eficazes no
tratamento de infeccbes causadas por cepas S. aureus MRSA/ORSA (CHAMBERS,
1997; LOWY, 1998; OLIVEIRA et al. 2000).

Figura 4 - Cepa de Staphylococcus aureus MRSA isolado em Agar manitol salgado
http://medchrome.com/wp-content/uploads/2010/05/s.aureus-agar.jpg

Em 1946, nos Estados Unidos da América, cerca de 5 % de Staphylococcus
isolados de pacientes era resistentes a penicilina. Em 1949 esta resisténcia podia
ser notada em 29% dos germes isolados nos hospitais americanos; em 1950 atingia
50% e em 1959 era cerca de 80%. A resisténcia do estafilococo a penicilina G atinge
guase 100% das amostras hospitalares na maioria dos paises, inclusive no Brasil,
verificando-se elevada resisténcia desta bactéria também nas amostras comunitarias
(TAVARES, 2001; ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

As infec¢Oes causadas por S. aureus, apresentam morbidade e mortalidade

elevadas. O S. aureus meticilina resistente (MRSA) é o patégeno nosocomial mais
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envolvido em infec¢cBes hospitalares sendo responsavel por inativar a acdo de varios
antibiéticos (STRATTON, 2000). Geralmente também apresentam resisténcia a
fluoquinolonas, lincosamidas e macrolideos (HIRAMATSU, 1997). Dados do National
Nosocomical Infections Surveillance (NNIS), do Center for Diseases Control and
Prevention (CDC), nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), mostraram que, desde
1999, a proporcdo de S. aureusresistentes a meticilina (MRSA) ultrapassa 50%
entre os pacientes em UTIl. No Brasil, os indices de cepas MRSA sao também
bastante elevados (40% a 80%), principalmente em UTIs (ANVISA, 2010).

O S.aureus possui trés mecanismos de resisténcia a meticilina: hiperproducao
de beta-lactamases; presenca de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) alterada
denominada PBP2a e modificacdes na capacidade de ligacdo das PBPs . Possuem
cinco PBPs, 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 séo
essenciais e tem alta afinidade com antibioticos beta-lactamicos. A resisténcia a
meticilina é devida a producdo da proteina alterada PBP2a, que apresenta baixa
afinidade com os antibiéticos beta-lactamicos e que € codificada pelo gene
cromossomico MecA (TOMASZ et al. 1989).

Em 1997, foram descritos S. aureus com resisténcia a vancomicina e
teicoplamina, denominados como VRSA. Seu mecanismo de resisténcia esta
associado a uma ativacao da sintese da parede celular, com a produc¢éo elevada de
seus componentes (residuos de mucopeptideo) reduzindo a quantidade de
antibiotico que chega a membrana plasmatica (BOYLE-VAVRA et al. 2001). O
primeiro caso de VRSA (Staphylococcus aureusresistente a vancomicina), cepas
que apresentam CIM de > ou = 32 ug/mL, foi reportado nos EUA, Michigan, em um
paciente de 40 anos, com diabetes e insuficiéncia renal crbénica, e portador de VRE
(Enterococcus resistente a vancomicina). A presenca do gene vanA, nesse VRSA,
sugere que a resisténcia pode ter sido adquirida com a troca do material genético do
VRE, isolado da mesma amostra (ANVISA, 2010).

Em 2000, foram encontradas no Brasil, as primeiras cepas de S. aureus com
resisténcia a vancomicina em um hospital de referéncia do municipio de Queimados,
no Rio de Janeiro. Em 2002, foi encontrado nos EUA, o primeiro isolado clinico de
cepas VRSA, com concentragdo inibitéria minima (CIM) = 8 pg/ml. Outras cepas
resistentes foram relatadas em Japéao, Franca, Reino Unido e Alemanha (BADDOUR
et al. 2006, TIWARI e SEN, 2006).
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A figura 5 mostra a evolucao da resisténcia do S. aureus de 1996 a 2002.

Em 1997, isolamentos de cepas GISA foram relatados nos EUA:
quatro casos de infecgdes foram detectados em Michigam, Nova
Jersey, Nova lorque ¢ Illinois. Esses pacientes apresentavam
infecgdes de repetiglio ¢ desenvolveram infecgdio por GISA em
Até 1996, todas as cepas MRSA diferentes sitios anatémicos, sem resposta clinica & vancomicilina.

a0s glicopeptideos.

Em 2002, foi descrito o primeiro
Em 1996, a primeira cepa isolada 1s0lado de S. aureus com resis-
de GISA (CIM 8mcg/ml) foi téncia total aos glicopeptideos
relatada no Japdo. (GRSA), nos EUA.

1996 1997 2002

Figura 5 - Evolugédo da resisténcia do S.aureus
Fonte: www.anvisa.gov.br

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa

E um bacilo aerébio Gram-negativo ndo fermentador de acucar (Fig. 6),
pertencente a familia Pseudomonaceae. Patdgeno oportunista presente em
infecgbes hospitalares, urinarias e sepse, estando mais suscetiveis pacientes com
gueimaduras, possui alta mortalidade podendo chegar a 33% em pacientes

imunodeprimidos (MARRA et al. 2006).

Figura 6 - Cepa de Pseudomonas aeruginosa isolado em Agar Muller Hinto
Fonte: Copyright © 2007 Environmental Microbiology Laboratory, Inc
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A epidemiologia de P. aeruginosa reflete sua predilecdo por um meio
ambiente Umido, crescendo facilmente em solos, agua, plantas e animais (BRITO et
al. 2000; ANDRADE et al. 2002). A umidade é um fator critico em reservatérios
hospitalares de P. aeruginosa, como: equipamentos de ventilagdo mecanica,
solugbes de limpeza, desinfetantes, pias e panos de chdo, sendo altamente
resistentes a variacdo de temperatura. Em situagBes epidémicas tem sido
demonstrada contaminacdo a partir de fonte comum como respiradores,
umidificadores, reservatorios de agua, alimentos e medicacbes, assim como
transmissdo pessoa-pessoa, atraves das maos, especialmente em unidades de
terapia intensiva (UTI). Nas UTI neonatal, os pacientes infantis estédo
constantemente em riscos de infeccdo por P. aeruginosa pela sua imaturidade
fisiolégica e imunoldgica (ALEGRE, 2000; MARTINS et. al. 2004; MOORE e FLAWS,
2011).

Esse micro-organismo pode apresentar resisténcia natural ou adquirida a
grande numero de antibioticos utilizados na clinica médica; resisténcia natural a
penicilina, ampicilina, cefalosporina de 12 e 228 geracdes, sulfametoxazol-
trimetropina, e adquirida a fluoroquinolonas, aminoglicosideos, ticarcilina e
piperacilina, cefalosporina de 32 e 42 geracfes e carbapenémicos, através de varios
mecanismos: baixa permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo,
producdo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos, alteracdo do alvo das
fluoroquinolonas e producao de B- lactamases (LI et al.1994; LEHMAN e THOMAS,
2007).

A baixa permeabilidade da membrana externa de P. aeruginosa ocorre
guando os canais proteicos de difusdo inespecificos denominados de porinas
encontram-se expressas em pequeno numero ou ausentes, diminuindo a
concentracdo do antimicrobiano no meio intracelular, potencializado pela acdo das
bombas de efluxo, que sdo canais constitutivos da membrana celular, sistemas
estes que atuam de forma sinérgica (LIVERMORE, 2001; CHUANCHUEN, 2002).

A producdo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos esta relacionada
com enzimas que provocam modificagbes em diferentes sitios das moléculas do
aminoglicosideos, através da acetilacédo, fosforilacdo e/ou adenilacdo. Quase todas
as cepas de Pseudomonas aeruginosa expressam estas enzimas (MINGEOT-
LECLERQ et al.1999; POOLE, 2005).
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Durante a ultima década foram identificadas enzimas que promovem a
hidrélise das cefalosporinas e dos carbapenémicos, mas ndo o aztreonam; elas
pertencem a classe B de Ambler e por destruirem os carbapenémicos, sao
denominadas de carbapenases (GALES et al. 2003; FIGUEIREDO et al. 2009).
Desde 2002, seguindo uma tendéncia mundial, isolados produtores de
metalobetalactamase (MBL) comecaram a ser descritos no Brasil, sendo
responsaveis pelos elevados niveis de resisténcia aos carbapenémicos. Com
excecdo do aztreonam, essas enzimas degradam todos os betalactamicos, incluindo
as associacbes com inibidores comerciais de betalactamases, como tazobactam,
clavulanato e sulbactam (GALES et al. 2003; SADER et al. 2005).

Os antibidticos carbapenémicos imipenem (IPM) e meropenem (MEM) sao
betalactamicos de amplo espectro, derivados da tienamicina, com atividade
bactericida no tratamento de infec¢ces provocadas por isolados multirresistentes de
P. aeruginosa. Possuem consideravel estabilidade diante da maioria das
betalactamases, incluindo as de amplo espectro (ESBL); por essa razdo, 0S
carbapenémicos sdo considerados farmacos de reserva, frequentemente
empregados como ultimo recurso no tratamento de infec¢gbes hospitalares causadas
por bactérias Gram-negativas resistentes aos demais betalactamicos ou a outros
antibacterianos (POIREL et al. 2000; RUPP e FEY, 2003).

2.3 Interacao de plantas medicinais com drogas antimicrobianas

A resisténcia microbiana cada vez maior as drogas existentes é um problema
sério de saude e, portanto, ha uma necessidade premente para procurar novas
classes de substéncias antibacterianas, especialmente a partir de fontes naturais.
Uma alternativa terapéutica para o tratamento de micro-organismos resistentes a
antibidticos € a utilizagdo de extratos vegetais. H4 muitas vantagens no uso de
compostos antimicrobianos de plantas medicinais, como menos efeitos colaterais,
melhor tolerancia do paciente, mais econémico, melhor aceitacdo devido a longa
histéria de uso e ser renovavel por estar disponivel na natureza (GUR et al. 2006;
PAREKH e CHANDA, 2007). Ao contrario das drogas sintéticas, os antimicrobianos

de origem vegetal ndo estdo associados a efeitos colaterais e tem um grande
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potencial terapéutico para muitas doencas infecciosas (CHANDA et al. 2010;
HABBAL et al. 2011). InUmeros trabalhos comprovaram a atividade antimicrobiana in
vitro de extratos de plantas (DUARTE, 2006).

No entanto, o problema da resisténcia a droga continua aumentando. Assim,
a necessidade do momento é desenvolver agentes antimicrobianos Uteis ou novas
formas de tratar o micro-organismo resistente (SHARMA e KUMAR, 2006; NEGI e
DAVE, 2010). Nesse caso, uma nova forma de terapia seria a utilizacdo da
combinacdo de terapia antimicrobiana sinérgica entre agentes antimicrobianos
conhecidos e extratos de plantas bioativas. Segundo CHANDRA e RAKHOLIYA,
(2011), a terapia da combinacdo entre extratos de plantas e antibidticos, pode
expandir o espectro antimicrobiano, evitar o aparecimento de resisténcia mutante e
minimizar a toxicidade.

As vezes o uso de um Unico antibiético ndo produz os efeitos inibitorios
eficazes desejados, mas uma combinacao de drogas, muitas vezes exerce um efeito
sinérgico que ultrapassa o seu desempenho individual. O efeito sinérgico pode ser
devido a formacgédo do complexo certo que se torna mais eficaz na inibicdo de uma
espécie particular de micro-organismo, quer por inibicdo da sintese da parede da
célula ou provocando a sua lise ou morte (CHANDA e RAKHOLYA, 2011).

A combinacdo de produtos naturais economicamente mais viaveis,
associados com antibiéticos disponiveis, mostra-se como uma alternativa
importante, uma vez que o efeito sinérgico entre ambos pode proporcionar uma
maior atividade antibacteriana frente a micro-organismos sensiveis e resistentes.
Assim sendo, o efeito potencializado dessas associacbes pode servir como nova
estratégia para tratamento de infecgBes, possibilitando o uso de drogas
antimicrobianas quando esta de forma isolada nao apresentar-se eficaz sobre
determinadas linhagens bacterianas (SALVAT et al. 2001; KUMAR et al. 2009).

Extratos de diversas plantas tém apresentado além de suas propriedades
antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade antibiética e uma forte
tendéncia na potencializacdo de antibidticos. Esta interacdo positiva ja foi
demonstrada em varios estudos, muitas vezes com resultados promissores.

A associacdo de extratos de varias plantas com ampicilina, cloranfenicol e
tetraciclina contra bactérias sensiveis (S. aureus, Salmonella choleraesuis, P.
aeruginosa, Bacillus subtilis, Proteus spp) e bactérias resistentes isoladas de

ambiente hospitalar (K. pneumoniae, Shigella spp, Proteus spp, P. aeruginosa,
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Enterobacter aerogenes, E. coli e S. aureus) mostrou que em alguns casos ocorreu
sinergismo, possibilitando que antibidticos ja ineficazes apresentassem acao sobre
estas bactérias. Houve sinergismo na combinacdo dos extratos de Syzginum
aromaticum (cravo), Syzginum cumini (jambol&o), Punnica granulatum (roma) e
Thymus vulgaris (tomilho) com os antibiéticos sobre P. aeruginosa resistente. Para
K. pneumoniae e Enterobacter aerogenes somente a associacdo do extrato de
Thymus vulgaris com ampicilina teve efeito sinérgico (NASCIMENTO et al., 2000).

O cha de Camellia sinensis (cha verde) combinado com beta-lactamicos
contra S. aureus MRSA demonstrou ter um efeito sinérgico potencializando a
atividade dos antibioticos (ABASCAL e JARNELL, 2002).

BRAGA et al. (2005), avaliaram a interacdo entre extrato metandlico de
Punica granatum (rom&) e antibidticos contra 30 isolados clinicos de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e relataram
atividade sinérgica, variando de 38% a 73%, com os 5 antibidticos testados
(cloranfenicol, gentamicina, ampicilina, tetraciclina e oxacilina).

BETONI et al., (2006) usando a associacdo de 13 drogas antimicrobianas
com 8 extratos de plantas (Mikania glomerata - guaco, Psidium guajava - goiabeira,
Syzygium aromaticum - cravo, Allium sativum - alho, Cymbopogon citratus — erva-
cidreira, Zingiber officinale — gengibre, Baccharis trimera — carqueja e Mentha
piperita — horteld-pimenta) frente a S. aureus, verificaram que as mais altas taxas de
sinergismo ocorreram com o0s antibiéticos de sintese de proteinas (cloranfenicol,
tetraciclina, netilmicina, eritromicina e gentamicina), mas todos 0s outros antibioticos
testados apresentaram algum tipo de sinergismo com os extratos estudados. De
modo geral, os extratos de cravo, goiabeira e erva-cidreira revelaram as mais altas
taxas de acgdo sinérgica com os antibioticos. Os sinergismos registrados para 0s
extratos de plantas com fraca atividade antimicrobiana contra S. aureus, tais como
Cymbopogon citratus (erva-cidreira), € um dado importante, pois mostrou um perfil
semelhante ao sinergismo do extrato de Syzygium aromaticum (cravo), que se
apresentou como o mais eficiente inibidor de crescimento do S. aureus no estudo.
Os autores alertaram que € importante investigar a capacidade sinérgica de extratos
de plantas ou de outros produtos naturais, independentes da atividade
antimicrobiana que eles tém.

O extrato bruto de Salvia officinalis (salvia) reduziu as CIM de

aminoglicosideos (gentamicina, arbecacina e estreptomicina) contra Enterococcus
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resistentes a vancomicina (VRE). Quando isolado a partir do extrato o possivel
composto antimicrobiano identificado como carnosol (um diterpendide), este mostrou
uma fraca acao antimicrobiana, mas reduziu bastante as CIM dos aminoglicosideos,
indicando que potencializou a atividade antimicrobiana frente ao VRE (HORIUCH et
al. 2007).

Os extratos das plantas Psidium guajava, Rosmarinus officinalis, Salvia
fruticosa, Majorana syriaca, Ocimum basilucum, Syzygium aromaticum, Laurus
nobilis e Rosa damascena provocaram a reducdo das CIM de vérios antibibticos
frente a isolados de S. aureus resistentes MRSA e S. aureus sensiveis MSSA
provenientes de processos clinicos humanos, mas a reducgéo foi maior frente aos
isolados resistentes (ADWAN e MHANNA, 2008).

ODUNBAKU et al.(2008) relataram atividade sinérgica entre antibidticos
tradicionais e extrato etandlico de folhas de Ficus exasperata (figueira) contra
Escherichia coli e S. aureus. Neste estudo, foram selecionados antibidticos de
diferentes alvos em bactérias (sintese de proteinas, acidos nucleicos e sintese da
parede celular). O estudo revelou que a interacao do extrato bruto da planta com os
inibidores de sintese de proteinas (gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol e
eritromicina) teve a maior atividade inibidora.

O extrato da planta Hyptis martiuscii revelou atividade antimicrobiana frente a
E. coli e a sua interacdo com o0s aminoglicosideos amicacina, gentamicina,
kanamicina, neomicina e tobramicina provocou sinergismo, ocorrendo uma relevante
reducdo nas CIM desses antibibticos frente a bactéria (COUTINHO et al. 2009a).

A associacdo do extrato etandlico de Turnera ulmifolia Benth com os
aminoglicosideos gentamicina e kanamicina provocou efeito sinérgico sobre S.
aureus MRSA, entretanto, nenhum efeito foi observado sobre S. aureus MSSA
(COUTINHO et al. 2009Db).

ADWAN et al. (2009) avaliaram a possivel interacdo in vitro entre extratos
alcodlicos de folhas Rhus coriaria (sumagre), Psidium guajava (goiabeira), Lawsonia
inermis (folhas) e sementes de Sarcopoterium spinosum (arbusto) e os
antimicrobianos oxitetraciclina e gentamicina (inibidores de sintese de proteinas),
enrofloxacina (fluorquinolona de uso veterinario que age por inibicdo de sintese de
acidos nucleicos) e sulfadimetoxina (sulfonamida que age por inibicdo competitiva)
contra isolados clinicos de S. aureus MRSA. Os inibidores da sintese de proteinas

(oxitetraciclina e gentamicina) e o inibidor competitivo (sulfadimetoxina) mostraram
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alta taxa de sinergismo quando combinados com os extratos das plantas, enquanto
que a interagdo com o inibidor da sintese de acido nucleico (enrofloxacina) néo
mostrou este efeito tendo diminuido o didmetro do halo de inibicdo caracterizando
antagonismao.

AIYEGORO et al. (2009a), avaliando as interagcOes entre extratos de
Helichrysum longifolium em combinacdo com seis antibidticos: penicilina G,
amoxicilina, cloranfenicol, oxitetraciclina, eritromicina e ciprofloxacina frente a varias
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, encontraram pelo método da curva de
sobrevivéncia, uma resposta sinérgica de cerca de 61,7% dentre todas as interacdes
testadas, em 26,67% a interagdo foi indiferente e em apenas 11,66% revelaram
acao antagonica. Sinergismo foi detectado para combina¢des envolvendo todos os
antibioticos. A mais alta taxa de sinergismo foi detectada na combinacdo de
penicilina G com o extrato metandlico da planta contra uma cepa de Salmonella spp
ambiental. Uma vez que o sinergismo nao foi especifico para qualquer classe de
antibioticos, os autores sugeriram ser provavel que o alvo para esta interacédo foi
genética, portanto ndo é necessario estabelecer a base molecular desta interacéo.

CHATTERJEE et al. (2009), avaliaram a interacdo do extrato etandlico da
folna Vangueria spinosa Roxb. (Rubiaceae) com os antibidticos doxiciclina e
ofloxacina pelo método do indice de concentracdo inibitéria fracionada (FICI) e
através da curva de sobrevivéncia, contra uma bactéria Gram-positiva (S. aureus) e
trés bactérias Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa). Ocorreram
acOes sinérgicas com os dois antibidticos, frente a todas as bactérias exceto contra
P. aeruginosa para a qual se observou sinergismo somente com a combinagéo
ofloxacina e extrato de planta.

A atividade sinérgica de oxitetraciclina com extrato metandélico de Thespesia
populnea foi demonstrada contra 12 diferentes bactérias Gram positiva e Gram-
negativa, com uma maior atividade sinérgica observada contra Shigella boydii
(KUMAR et al. 2009).

O composto 20-hidroxiecdisone isolado da raiz da planta Achyranthes
japonica Nakai apresentou fraca atividade antimicrobiana frente a S. aureus MRSA,
mas quando associado aos antibidticos ampicilina e gentamicina, houve efeito
sinérgico com uma significativa reducdo das CIM dos antibibticos frente & bactéria
(KIM et al. 2009).

No estudo da associacdo do extrato etandlico das folhas de Ocimium
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gratissima com antibioticos, NWEZE e EZE, (2009) relataram que enquanto houve
sinergismo com a ampicilina frente a E. coli e Proteus mirabilis, este efeito sinérgico
com septrin foi notado somente contra E. coli. A atividade sinérgica do extrato
também foi demonstrada quando associado aos antifungicos cetoconazol e nistatina
frente ao fungo leveduriforme Candida albicans.

O extrato metandlico bruto das folhas de Helichrysum pedunculatum mostrou
apreciavel atividade antimicrobiana contra isolados de bactérias implicadas em
infeccbes de feridas, com zonas de inibicdo que variaram entre 18 e 27 mm e CIM
variando entre 0,1 e 50 mg/mL. O efeito da combinacdo do extrato com oito
antibiéticos de primeira linha frente as bactérias testadas mostrou que quando foi
usada a CIM do extrato ocorreram 55,68% de sinergismo e 44,32% foram
indiferentes e utilizando a CIM % houve sinergismo em 55,81% das interacdes e
43,19% indiferentes. No total, 60% das interacbes foram sinérgicas. N&o foi
verificado antagonismo em nenhuma das interacfes testadas (AYEGORO et al.
2009b).

O extrato etandlico bruto das folhas de Varethemia iphinoides quando
associado ao cefotaxime, um antibiético do grupo das cefalosporinas de 32. geracao
provocou sinergismo frente a S. aureus e B. subtilis e antagonismo frente a E. coli e
S. epidermidis (ABU-HIJLEH et al. 2009).

O estudo da interacdo do extrato de Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-
campo) com 30 antibi6ticos de diferentes classes contra S. aureus e E. coli pelo
método de disco difusdo revelou que ocorreu sinergismo com as quinolonas
ciprofloxacina e norfloxacina, com os inibidores de sintese de parede celular
ceftazidima e aztreonam e com o inibidor de sintese de proteinas gentamicina tanto
para S. aureus como para E. coli. A fracdo apolar foi mais efetiva quanto ao numero
de sinergismo provocado. Frente a bactéria Gram positiva S. aureus ocorreu maior
namero de acao sinérgica do extrato com os antibioticos do que frente a Gram-
negativa E. coli (CANTON e ONOFRE, 2010).

AHMED et al. (2010) investigaram o efeito inibitério de dois antibioticos,
penicilina e tetraciclina contra Staphylococcus aureus individualmente e em
combinacdo com extrato etanodlico das folhas e do caule de Salvadora persica. O
maior efeito sinérgico foi observado quando o S. aureus foi exposto a combinacao
de tetraciclina com extrato do caule da planta com o halo de inibicdo do antibiotico

aumentando de 23 mm para 31,5 mm na técnica de disco difusdo. Quando foi
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associado com extrato das folhas, a tetraciclina teve o halo aumentado de 18 para
21 mm. A associacdo do extrato do caule e da folha da planta com penicilina néo
produziu o mesmo efeito inibitério.

As interacbes entre extratos etandlicos de Rhus coriaria (semente),
Sacropoterium espinhosa (semente) e Rosa Damascena (flor) em combinacdo com
os antibidticos oxitetraciclina, penicilina G, cefalexina, sulfadimetoxina e
enrofloxacina mostraram efeitos sinérgicos com reducao significativa das CIM dos
antibiéticos frente a isolados de P. aeruginosa multirresistentes as drogas. A
interacdo mais relevante foi com a combinacdo de R. coriaria e 0s antibidticos
testados, quando se observou uma significativa diminuicdo na CIM e uma alta
atividade bactericida sobre todas as cepas testadas (ADWAN et al. 2010).

Utilizando a metodologia de disco-difusdo, SILVA, (2010) observou que para
S. aureus houve sinergismo entre o extrato de Matricaria chamomilla L com duas
drogas (tetraciclina e rifampicina). Para Escherichia coli, o extrato de Vernonia
polyanthes (assa peixe) mostrou sinergismo com duas drogas (gentamicina e
cefepime) e o extrato de Eugenia uniflora L. (pitanga) para uma droga (cefepime); o
extrato de Matricaria chamomilla L (camomila) apresentou antagonismo com 4
drogas (cefalotina, gentamicina, cefepime e cloranfenicol) e o extrato de Bacharis
dracunculifolia D.C. (alecrim do campo) com uma droga (cloranfenicol). Nos casos
de sinergismo foram possiveis inibicdes de crescimento bacteriano superiores as
drogas testadas isoladamente, enquanto que o antagonismo foi verificado apenas
para linhagens de E.coli.

A associacao in vitro de eritromicina com o extrato de folhas de Euphorbia
hirta contra isolados clinicos de S. aureus mostrou efeito sinérgico relevante
(ADIKWU et al. 2010).

OLIVEIRA et al. (2011) pesquisaram a atividade sinérgica de norfloxacina,
tetraciclina e eritromicina com extrato etandlico de casca de Mangifera indica L.
contra isolados de S. aureus. O extrato individual ndo apresentou significativa
atividade antibacteriana (CIM = 2048 pg/mL), mas com a interacdo com antibioticos
houve reducdo de quatro vezes nos valores de CIM para tetraciclina e eritromicina
(CIM = 512 pg/mL), indicando que o extrato pode servir como uma fonte de
adjuvante potencial de antibiéticos.

Efeitos sinérgicos foram observados com a interacdo de Dichrostachys

glomerata com cloranfenicol, tetraciclina e norfloxacina em 75% das bactérias com
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fendtipos de MDR (multi-drogas resistentes) testadas (E. coli, E. aerogenes, E.
cloacae, K. pneumoniae e P. aeruginosa). Com extrato de Beilschmiedia
cinnamonea sinergismos foram observados em 62,5% das bactérias MDR quando
associado a cloranfenicol, cefepime, norfloxacina e ciprofloxacina e em 75% com
eritromicina (FANKAM et al. 2011).

HUSSIN e EL-SAYED (2011) demonstraram interagdo sinérgica na
combinagdo dos extratos de Punica granatum, Thymus vulgaris e Commiphora
molmol com tetraciclina contra tanto bactérias Gram-positivas (S. aureus, Bacillus
megaterium), como bactérias Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e K.
pneumoniae).

Efeitos sinérgicos foram relatados por ELBASHIT et al. (2011) pela interacéo
dos extratos aquoso, metandlico, cloroférmio, hexanico e alcodlico de Cakile
maritima, Mesembryanthemum crystallinum, Atriplex halimus, Withania somnifera e
Marrubium vulgare com varios antibiéticos frente a E. coli e S. aureus resistentes. Os
mais altos efeitos sinérgicos foram verificados quando utilizados extratos etandlicos
das plantas e a interacdo mais eficiente foi com tetraciclina e minociclina.

SOUSA et al. (2011), relataram a atividade antibacteriana e a interferéncia de
Lantana camara L. e Lantana montevidensis Brig. na atividade de antibiéticos da
classe dos aminoglicosideos. Os extratos das folhas e raizes das plantas foram
avaliados com relacdo a atividade antibacteriana isoladamente e em associacao
com antibiéticos aminoglicosideos, pelo teste de microdiluicdo. Os extratos
apresentaram atividade inibitoria para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
analisadas. A atividade mais efetiva foi demonstrada pelo extrato das folhas de L.
montevidensis frente a P. aeruginosa (CIM 8 pg/mL) e E. coli (CIM 16 pg/mL).
Efeitos sinérgicos foram verificados na interacdo dos extratos com o0s
aminoglicosideos, com reducéo das CIM. O efeito sinérgico mais representativo foi
observado pelo extrato de raizes de L. montevidensis na associacdo com a
amicacina frente a P. vulgaris, com reducdo da CIM de 625 para 20 pg/mL.

A investigacdo da interagdo do extrato de Afezelia africana com varios
antibioticos (tetraciclina, penicilina, eritromicina, amoxicilina, ciprofloxacina,
cloranfenicol, oxitetraciclina e ampicilina) contra bactérias Gram positivas (E.
faecalis, S. aureus, B. pumilis, Micrococcus kristinae, M. luteus, B. subtilis e S.
epidermidis) e Gram negativas (K. pneumoniae e P. vulgaris) mostrou que em geral,

houve resposta sinérgica em cerca de 63,79% para todas as combinacgdes frente a
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todos os organismos testados. N&o foi detectado antagonismo entre os 176 testes
efetuados (AIYEGORO et al. 2011).

O sinergismo entre o extrato de Melissa officinalis com cinco antibiéticos
comumente utilizados (estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina, amoxicilina e
rifampicina) foi investigado pelo método de disco difusdo frente & bactérias Gram-
positivas (Bacillus subtilis e S. aureus) e Gram-negativas (Enterobacter aerogenes,
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e P. mirabilis). O melhor efeito sinérgico foi
verificado na interacdo do extrato com o cloranfenicol, a tetraciclina e a amoxicilina
para todas as bactérias testadas (STEFANOVIC e COMIC, 2012).

FERNANDES et al.(2012), observaram efeito sinérgico na interagdo do
extrato de Psidium guineense com amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
azitromicina, cefoxitina, ciprofloxacina, gentamicina, penicilina e meropenem frente
as cepas de S. aureus MRSA. A combinacdo do extrato com o0s agentes
antimicrobianos resultou em uma reducdo de oito vezes da CIM dos antibiéticos,
sugerindo uma alta interacdo sinergistica. As menores taxas de sinergismos foram
encontradas na associacao do extrato com a cefoxitina.

O extrato acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia Benth demonstrou
atividade antimicrobiana sobre S. aureus e P. aeruginosa. A interacdo do extrato
com a polimixina provocou sinergismo contra P. aeruginosa, aumentando o halo de
inibicdo do antibiético no teste de sensibilidade por disco difusdo. Ndo houve
interferéncia do extrato na acdo da vancomicina sobre S. aureus (CALLOU et al.
2012).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

e Verificar a acdo antibacteriana in vitro dos extratos das plantas Eleutherine
plicata, Geissospermum vellosii e Portulaca pilosa sobre cepas bacterianas
ATCC e isolados selvagens multirresistentes de S. aureus e P. aeruginosa

isoladas de casos clinicos humanos e a sua interacdo com antibidticos.

3.3 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados selvagens de S. aureus e
P. aeruginosa.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de Eleutherine plicata,
Geissospermum vellosii e Portulaca pilosa frente as cepas ATCC e isolados
multirresistentes de S. aureus e P. aeruginosa.

e Avaliar a toxicidade do DMSO frente as cepas ATCC de S. aureus e
P.aeruginosa.

e Determinar a concentracdo inibitéria minima dos extratos de Eleutherine
plicata, Geissospermum vellosii e Portulaca pilosa.

e Avaliar a interacdo dos extratos de Eleutherine plicata, Geissospermum
vellosii e Portulaca pilosa com drogas antibacterianas utilizadas na clinica

médica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAL DE CONSUMO

Estufa bacteriolégica marca FANEM

Autoclave marca PHOENIX

Cémara de fluxo laminar marca VECO

Balanca analitica marca GEHARA modelo AG 200

Turbidimetro marca DESIMAT

Placas de petri descartavel 90x15 mm - INLAB

Pipetas automaticas de 10, 50,100 e 500 pL - INLAB

Swab esterilizado - INLAB

Baldo de fundo chato de 500 mL -

Discos para antibidticos brancos esterilizados LABORCLIN ref: 901945

Ponteiras descartaveis de 10-200 pL- BIOSYSTEMS

Agar Muller Hinton marca HIMEDIA

Agar manitol salgado marca HIMEDIA

Agar eosina- azul de metileno marca HIMEDIA

Agar nutriente marca HIMEDIA

Caldo Muller Hinton marca HIMEDIA

Antibidtico marca LABORCLIN e NEWPROV (Aztreonam 30ug, Cefoxitina 30ug,
Cefepime 30ug, Clindamicina 2ug, Ceftazidima 30ug, Ciprofloxacina 5, Eritromicina
15ug, Imipenem 10pg, Oxacilina 10ug, Piperacilina/Tazobactam10010ug,
Vancomicina 30ug).

Dimetil-sulféxido — DMSO - DIFCO

Densitometro Densichek plus marca BIOMERIEUX

Microplaca para ELISA 96 pocos, fundo em U, esterilizada, BIOSYSTEMS
Resazurina sodica INLAB ref: 6620
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4.1.2 MATERIAL VEGETAL

Os extratos vegetais das plantas marupazinho (Eleutherine plicata), pau-
pereira (Geissospermum vellosii) e amor-crescido (Portulaca pilosa) foram obtidos no
Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da UFPA cedidos pelos
farmacéuticos Edinilza da Silva Borges, Dayse Lucia do Nascimento Branddo e

Fabricio Alexopulos.

4.1.2.1 Eleutherine plicata

Os bulbos da espécie E. plicata (marupazinho), foram coletados na localidade
de Vila Fatima, municipio de Traquateua - PA., Brasil, BR 318, Lat. 1.1436°, Long.
46.95511°, Alt. 88 pés (Fonte: GPS) em setembro de 2010. A sua exsicata (Fig. 7)
foi herborizada e depositada no Herbario Jodo Murca Pires do Museu Paraense
Emilio Goeldi sob o registro MG. 202631(MG Belém-PA)

Figura 7 - Exsicata E. plicata n® MG. 202631
Fonte: (BORGES, 2012).
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4.1.2.2 Portulaca pilosa

As amostras frescas das partes aéreas do vegetal foram coletadas no més de
fevereiro de 2011, na comunidade de Santa Helena, regido do baixo Acara, estado
do Para, as proximidades de Belém. A area da coleta caracteriza-se por ser de terra
firme, de vegetacdo tipica amazbnica. Posteriormente, uma fracdo da planta foi
destinada a identificacdo botanica, a qual foi realizada no Museu Paraense Emilio

Goeldi pela Dra. Marlia Coelho.

4.1.2.3 Geissospermum vellosii

As cascas do tronco de Geissospermum vellosii foram coletadas, em julho de
2010, no Ramal do Madeireiro, na Rodovia PA-150, Municipio de Moju, Estado do
Para. A identificacdo do material vegetal foi realizada no Museu Paraense Emilio
Goeldi pela Dra. Marlia Coelho.

4.1.3. PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

A Eleutherine plicata estava armazenada sob a forma de extrato etanolico
bruto (EEB) e fracédo diclorometano (FD), o Geissospermum vellosii sob a forma de
extrato etanolico bruto (EEB) e fragéo alcaloidica (FA) e a Portulaca pilosa na forma
de extrato etandlico bruto (EEB), fracdo acetato de etila (FAE) e fragcao
hidroalcodlica (FHA). Todos estavam acondicionados em recipientes de vidro
vedados com tampa e mantidos sob-refrigeracdo. Estes materiais foram obtidos
através de metodologias utilizadas pelo Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Para (BARBOSA et al. 2004).
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4.1.4 LINHAGENS BACTERIANAS

Para as avaliacdes antimicrobianas foram selecionadas uma bactéria Gram-
positiva (S. aureus) e uma Gram-negativa (P. aeruginosa). Foram utilizadas cepas
bacterianas da American Type Culture Collection (ATCC): S. aureus ATCC 25923
sensivel a oxacilina e aos demais agentes anti-Staphylococcus testados e P.
aeruginosa ATCC 27853 sensivel aos agentes anti-Pseudomonas. Foram utilizados
também isolados de S. aureus oxacilina resistente-ORSA (02), P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos produtora de metalo-beta-lactamase (01) e P.
aeruginosa multirresistente (2) isoladas de processos clinicos humanos no
Laboratério de Saude Publica do Para (LACEN-PA). As cepas e isolados foram
mantidos em freezer a 20°C em caldo BHI com 15% de glicerol até a sua utilizacéo.
Para uso nos testes, as bactérias foram inicialmente semeadas em meio EMB (agar
eosina — azul de metileno) para P. aeruginosa e agar manitol salgado para S. aureus
e incubadas a 35°C por 24 horas. Apos os crescimentos, foram repicadas para tubos

de &gar nutriente e estocadas a temperatura ambiente.

4.2 Métodos

421 AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DAS AMOSTRAS
SELVAGENS

4.2.1.1 Padronizacao do inoculo

A padronizacdo do inéculo foi feita pelo método de suspensao direta das
colonias CLSI, (2009a), que consiste em fazer uma suspensédo direta em solucao
salina, de colbnias isoladas selecionadas de uma placa de agar Muller Hinton apos
18-24 horas de incubacédo a 35° C. A suspenséo foi ajustada para que sua turbidez
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coincidisse com a da solucdo padrédo de McFarland 0,5, aproximadamente de 1 a 2 x
10® UFC/mL, usando o Densichek plus (Densitdmetro).

4.2.1.2 Teste de suscetibilidade pela metodologia de disco difusdo em meio sélido

Foi utilizado o teste descrito por BAUER et al. (1966) e CLSI, (2009a), um
meétodo simples e confiavel. O teste consistiu em aplicar com swab esterilizado um
inoculo bacteriano com aproximadamente 1 a 2 x 10 UFC/mL (como preparado no
item 4.2.1.1) em toda a superficie de uma placa de Petri de 90 mm contendo agar
Muller Hinton. Apds um periodo de até 15 minutos foram colocados os discos
antimicrobianos sobre a placa semeada. As placas foram incubadas por 18 a 24
horas em estufa bacteriolégica com temperatura de 36°C. ApGs a incubacdo, os
didametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor de cada disco
foram mensurados em milimetros, que sao relacionados & sensibilidade da amostra
bacteriana. Os halos foram interpretados nas categorias sensivel, intermediario ou

resistente de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009a).

Figura 8: Principio do teste de suscetibilidade pela metodologia de Disco difusédo
Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo2


http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/
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4.2.2. AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
EXTRATOS VEGETAIS

4.2.2.1. Teste de toxicidade do DMSO

Com a finalidade de verificar qual a melhor concentracdo de DMSO para uso
nos testes microbiologicos, os extratos etandlicos de E. plicata , G. vellosii e P.
pilosa foram diluidos em DMSO nas proporc¢des de 20, 10, 5 e 2,5 %, retirados 100
pl de cada aliguota e adicionados em 100ul de caldo Muller Hinton em pocos de
placas de microdiluicdo. Em seguida foram adicionados 100 pl da suspensédo das
bactérias S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa 27853 em caldo Muller Hinton
diluida até 1 x 10° UFC/ mL (correspondente & escala 0,5 de Mac Farland). As
placas foram incubadas a 36 °C durante 24 h. Apds a incubacédo, 10 uL de cada
poco inoculado, foram semeados em placas de agar Muller Hinton para verificar a

presenca ou auséncia de colbnias.

4.2.2.2. Verificacdo da contaminacéo dos extratos

Os extratos foram avaliados quanto a contaminagéo bacteriana ou fungica
previamente aos testes antimicrobianos, através de semeadura em meio agar
triptona de soja (TSA - trypticase soy agar) com incubagcéo em estufa bacterioldgica
por 24 horas a 35°C para bactérias e em meio agar Sabouraud com incubacao a
temperatura ambiente por 5 dias para fungos. Apds a incubacdo observou-se o

aparecimento ou ndo de colbnias nos meios.

4.2.2.3. Avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais pelo

método de disco difusdo em meio sélido
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Nesta etapa foram testados apenas o0s extratos etandlicos brutos das
plantas como triagem as etapas seguintes. Para avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi empregado o método de disco difusdo em agar segundo BAUER
et al. (1966) e CLSI, (2009a) com adaptacées de BERTINI et al. (2005), LIMA et al.
(2006) e SANTOS et al. (2007). Cada suspenséao de micro-organismo foi semeada
(em duplicata), com auxilio de um swab descartavel, em toda a superficie de meio
agar Muller Hinton. Em seguida foram adicionados discos para antibidticos brancos
esterilizados (INTERLAB), de 6 mm de diametro, impregnados com 10 yL de cada
extrato das plantas testadas em uma concentragdo de 500 pg/mL e 250 pg/mL
dissolvidos em DMSO a 10%. Apos incubacdo das placas a 36°C por 24 h foi
realizada a leitura dos resultados medindo-se o halo formado ao redor dos discos
contendo os extratos. Foi considerado como resultado final de cada extrato a média
das 2 medidas e como suscetivel halo igual ou acima de 8 mm de diametro
considerando também o didmetro do disco (DANTAS et al. 2010).

4.2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
EXTRATOS VEGETAIS

A Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) é definida pela menor concentracédo
da substéncia antimicrobiana capaz de inibir a multiplicacdo de um isolado
bacteriano. O método utilizado foi o de microdiluicdo em placas, de acordo com
ELOFF, (1998) com adaptacdes de FANKAM et al. (2011) e SOUSA et al. (2011).

O inoculo consistiu na preparacdo de uma suspensao bacteriana em solucao
salina, com turvacao correspondente a 0,5 da Escala McFarland (1x 10® UFC/mL)
(como preparado no item 4.2.1.2). Em seguida essa suspensao foi diluida até 1 x 10°
UFC/ mL em caldo Muller Hinton e volumes de 100 uL foram entdo adicionados em
microplaca esterilizadas contendo 96 pocos, acrescido de 100 uL de diferentes
concentracbes dos extratos dissolvidos em DMSO a 10% e caldo Muller Hinton. O
volume final em cada poco foi de 200 pL e a concentracgéo final em cada poco foi de
500, 250, 125, 62,5, 31,2 e 16,2 para os extratos (LOBO et al. 2010; FANKAM et all.
2011; SOUSA et al. 2011). Os testes foram efetuados em duplicata.
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As placas foram incubadas a 36° C por 18-24 h. Para revelagdo dos
resultados, foi preparada uma solugéo indicadora de resazurina sédica em &agua
destilada na concentracéo de 0,01%. Apds a incubacéao, 15 pL da solugéo indicadora
foram adicionados em cada cavidade e as placas incubadas por 3 horas em
temperatura ambiente. A leitura dos resultados para determinacdo da CIM foi
considerada como positiva para 0S pocos que apresentaram coloracao azul
indicando auséncia de crescimento visivel e negativa os de coloracdo vermelha
significando a presenca de células viaveis (ALVES et al. 2008; SOUSA et al. 2011,
BITU et al. 2012; PROBST, 2012).

4.2.4 EFEITOS DA INTERACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS COM AS DROGAS
ANTIMICROBIANAS

A interferéncia dos extratos vegetais sobre o efeito das drogas
antimicrobianas selecionadas foi determinada atraves da técnica de difusdo em meio
sélido utilizando discos de papel de filtro (BETONI et al. 2006; CANTON e ONOFRE,
2010; ELBASHITI et al. 2011 e CALLOU et al. 2012).

Foram selecionadas as drogas antimicrobianas comumente empregadas no
tratamento de infec¢gbes provocadas por S. aureus e P. aeruginosa e com base nas
recomendacdes do CLSI, (2009b) para a realizacdo de testes de suscetibilidade
antimicrobiana.

Para S. aureus: Eritromicina, Clindamicina, Cefoxitina, Oxacilina, Vancomicina
e Ciprofloxacina.

Para P.aeruginosa: Ceftazidima, aztreonam, cefepime, ciprofloxacina,
imipinem e Piperacilina-Tazobactam.

Os antibidticos que foram associados aos extratos e fracdes vegetais

pertenciam a classes variadas e mecanismos diferentes (Quadro 1 e 2)
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Quadro 1 — Drogas antimicrobianas associadas aos extratos e fracdes de E. plicata e G. vellosii frente

a S. aureus.
Antibiético Classe Mecanismo de acéo
Cefoxitina Cefalosporina de 22. Geracao Inibidor de sintese de parede celular

Clindamicina

Macrolideo

Inibidor de sintese proteica

Ciprofloxacina

Quinolononas

Inibidor de sintese de DNA

Eritromicina

Macrolideo

Inibidor de sintese proteica

Oxacilina

Penicilina

Inibidor de sintese de parede celular

Vancomicina

Glicopeptideo

Inibidor de sintese de parede celular

Quadro 2 — Drogas antimicrobianas associadas as fracfes de P. pilosa frente a P. aeruginosa.

Antibidtico Classe Mecanismo de acao
Aztreonam Monobactamicos Inibidor de parede celular
Ceftazidima Cefalosporina de 32. Geracao Inibidor de sintese da parede celular
Cefepima Cefalosporina de 42. Geragéo Inibidor de sintese da parede celular

Ciprofloxacina Quinolononas Inibidor de sintese de DNA

Imipinem Carbapenémico Inibidor de sintese de parede celular

Piperacilina + | Penicilina + B-Lactamico Inibidor de parede celular + Inibidor de (-

Tazobactam Lactamase

Os discos dos antibidticos nas suas respectivas concentracdes foram
embebidos com 10 pL do extrato na concentracdo correspondente a CIM
determinada anteriormente (item 4.2.3) e em seguida colocados em placas de Petri
contendo agar Muller Hinton inoculado com as suspensdes bacterianas. Essas
placas foram incubadas a 36°C por 18-24 h. Apés incubacdo foram medidos o0s
halos de inibicdo e anotadas as interferéncias dos extratos sobre o efeito dos
antibioticos frente as bactérias testadas, através dos seguintes parametros:
(CLEELAND e SQUIRES, 1991; CANTON e ONOFRE, 2010).
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Efeito sinergistico ( S ) — quando o halo de inibicdo do crescimento microbiano
formado pela aplicacdo combinada do extrato mais o antibiético for = que 2 mm,
quando comparado com o halo de inibicdo formado pela acdo do antibiotico
isoladamente.

Efeito antagbnico ( A ) — quando o halo de inibicdo decorrente da agcdo combinada
do antibiético com o extrato for menor que 2mm do diametro daquele desenvolvido
pela acao isolada do antibiotico.

Efeito indiferente ( | ), quando ocorreu a formacéo de halo de inibicdo consequente
a aplicacdo combinada do extrato com antibiético com didmetro igual aquele da

aplicacéo isolada do antibiético.

As bactérias testadas foram selecionadas de acordo com os testes positivos
na determinacédo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos, sendo: Para S.
aureus — Extratos de Eleutherine plicata e de Geissospermum vellosii; Para P.

aeruginosa — Extrato de Portulaca Pilosa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagéo do perfil de suscetibilidade das amostras selvagens

Os micro-organismos testados S. aureus e P. aeruginosa foram selecionados
por apresentarem maior prevaléncia em resisténcia bacteriana hospitalar e por
serem recomendados como micro-organismos padrées para testes de
suscetibilidade antimicrobiana, sendo responsaveis por varias formas de infec¢des
em humanos e por adquirirem, com mais frequéncia, resisténcia aos antimicrobianos
(OPLUSTIL et al.2010; ANVISA, 2010). A determinacao do perfil de resisténcia dos
isolados de processos clinicos humanos foi realizada para verificar se a amostra
representava uma bactéria multirresistente.

A tabela 1 revela que o isolado 1 de S. aureus apresentou resisténcia a
oxacilina e cefoxitina. Cefoxitina € um antibiético usado como ponto de corte para
identificar resisténcia a meticilina/oxacilina. O isolado 2 foi sensivel apenas a
vancomicina, droga de escolha para terapéutica em casos de S. aureus com
resisténcia a oxacilina. Esses resultados indicaram que as duas cepas sao
classificadas como ORSA (S. aureus oxacilina resistente), dado preocupante por

trata-se de isolados provenientes de pacientes hospitalizados.

Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade em disco difusdo de isolados selvagens de S. aureus ORSA e da
cepa ATCC 25923 de S. aureus sensivel.

Antibiéticos S. aureus ORSA Isolado 1 | S. aureus ORSA Isolado 2 | S. aureus ATCC 25923

Cefoxitina R R S
Clindamicina
Ciprofloxacina
Eritromicina

Oxacilina

nw T nu nu n
nw XV X1V D
nu nu nu nu n

Vancomicina

R - Resistente; S- Sensivel
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Alta frequéncia de MRSA/ORSA foi relatada em varios trabalhos
(FREBOURG et al. 1999; HANBERGER et al. 2001; SADOYAMA et al. 2002; SILVA
et al. 2003; BERNARDES et al. 2004; QUESADA et al. 2005; LEITE, 2008;
VINCENT et al. 2009; PADOVESE et al. 2010; WELTE e PLETZ , 2010) mostrando
que o controle da disseminagdo dessa bactéria nos hospitais exige a adogcdo de
medidas especificas e reforcando a necessidade de novas terapias. No Brasil o0s
indices de cepas ORSA tém aumentado representando um sério problema de saude
publica (MELO et al. 2007; REYNOLDS, 2009; ANURADHA et al. 2010; MOREIRA e
GONTIJO FILHO, 2012).

A tabela 2 revela que os isolados de P. aeruginosa 1 e 3 foram resistentes a
todos os antibibticos testados e o isolado 2 apresentou sensibilidade intermediaria
para aztreonam e piperacilina + ticarcilina, sendo resistentes as demais drogas
testadas. Convém ressaltar, que os isolados foram resistentes ao imipenem, uma
droga de ultima geracdo no tratamento das infec¢bes causadas por esta bactéria.
Estes resultados caracterizam os isolados como P. aeruginosa multirresistentes. As
amostras foram isoladas de pacientes hospitalizados, confirmando que a resisténcia
bacteriana tem se agravado devido a emergéncia destes micro-organismos
multirresistentes em infecgcbes hospitalares, principalmente em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI).

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade em disco difusdo de isolados selvagens de P. aeruginosa
multirresistentes e da cepa ATCC

Antibiéticos P.aeruginosa P.aeruginosa P.aeruginosa P.aeruginosa
Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 ATCC 27853
Aztreonam R I R S
Ceftazidima R R R S
Cefepime R R R S
Ciprofloxacina R R R S
Imipenem R R R S
Piperacilina+ Tazobactam R I R S
R — Resistente; S — Sensivel; | — Intermediario

O isolado 2 de P. aeruginosa demonstrou ser produtor de
metalobetalactamase, ap6s confirmacgdo diagnostica realizada no laboratorio de
referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz-RJ (FIOCRUZ-RJ). No presente estudo,
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mesmo apresentando halo intermediério para aztreonam e piperacilina-tazobactam,
isto €, sensibilidade reduzida, a sua ocorréncia € considerado um fato preocupante,
pois a sua disseminacdo em um hospital representaria risco de morte em grandes
nameros, devido a falta de opcéo terapéutica caso os pacientes nao respondessem
ao tratamento com estes antibidticos. Embora o nome KPC esteja associado ao
nome do micro-organismo do qual foi isolada pela primeira vez (Klebsiella
pneumoniae carbapemase), atualmente a producdo de beta-lactamase ndo esta
restrita unicamente a esta espécie, podendo ser produzida por outros Gram
negativos como E. coli, Enterobacter spp. e P. aeruginosa. Além de hidrolisar os
carbapenémicos, a bactéria produtora de beta-lactamase inativa penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos. Uma vez que antibiéticos carbapenémicos sdo a
Gltima opcéo terapéutica no tratamento de infeccbes por bactérias multirresistentes,
a sua disseminacdo entre bactérias de interesse médico € um sério problema de
saude publica (PEIRANO et al. 2009; MONTEIRO et al. 2009; ZAVASCKI et al.
2009; PAVEZ et al. 2009).

P. aeruginosa além de ser uma bactéria oportunista por natureza €
frequentemente isolada a partir de espécimes clinicos de pacientes com infeccdo
hospitalar, apresentando resisténcia simultinea a um grande numero de
antimicrobianos disponiveis. A ocorréncia de P. aeruginosa multirresistentes tem
sido constantemente relatada, principalmente em pacientes hospitalizados
(ARRUDA et al. 1999; TOLEMAN et al., 2002; PELLEGRINO et al. 2002; ANDRADE
et al. 2003; GALES et al. 2003, 2004 ; RIBEIRO, 2004; POIREL et al. 2004; BRATU
et al. 2005; FERRAREZE et al. 2006; VILLEGAS et al. 2007; AKPAKA et al. 2009;
POIREL et al. 2010; GE et al. 2011). Esses dados mostram a relevancia da pesquisa
de novas opc¢des terapéuticas, com as plantas medicinais podendo se tornar uma

alternativa de grande potencial no controle desses micro-organismos.

5.2. Teste de toxicidade do DMSO

Com o intuito de melhorar a qualidade dos procedimentos com extratos
vegetais, tornou-se comum a utilizacdo de solventes como o DMSO (dimetil-
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sulfoxido) e o etanol, para facilitar a dispersdo dos mesmos no meio de cultura
(BRUNI et al. 2004; BAYDAR et al. 2004). No presente estudo, optou-se por usar
DMSO porque foi o solvente que provocou melhor dissolucédo dos extratos e por ser
bastante usado na pesquisa da atividade antimicrobiana de extratos vegetais e 6leos
essenciais (HUSSIN e EL-SAYED, 2011; ABD-AZIZ et al. 2011; ADIKWU et al. 2011,
STEFANOVIC e COMIC, 2012).

O DMSO desempenha um papel importante na dissolucdo de amostras a
serem avaliadas em testes biologicos. Entretanto, é citado que o DMSO pode ter
efeito citotéxico dependendo da concentracdo utilizada (MUIR, 2007). Além disso,
FLORAO (2006), alertou que o DMSO inibe significativamente a proliferagido de
linfécitos humanos por atuar, provavelmente, sobre os mecanismos de ativacéo
celular, sendo seu uso improprio para incorporacdo de derivados vegetais em meio
aquoso quando se deseja investigar atividades imunomodulatérias com células
mononucleares humanas. Por isso, antes de realizar o teste de microdiluicdo em
placas foram realizados testes para avaliar sua toxicidade frente a cepas de P.
aeruginosa e S. aureus. Para estes testes, foi utilizada a mesma metodologia da
determinacao da CIM dos extratos frente as respectivas cepas.

Em nosso trabalho, quando se utilizou DMSO nas concentracdes de 2,5, 5 e
10% para a cepa de P. aeruginosa verificou-se que o solvente ndo impediu o
crescimento bacteriano, porém na concentracdo de 20% a bactéria teve seu
crescimento inibido, sugerindo que esta concentracdo tem acao toxica para a
bactéria, portanto, pode ndo ser apropriada para ser utilizada nessa espécie. Para
as cepas de S.aureus observou-se que nenhuma concentragao inibiu o crescimento

das espécies (Fig. 9).
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Figura 9 - Controle da acdo de DMSO em &gar Muller Hinton sobre P. aeruginosa e S. aureus

Com base nestes resultados todos os extratos foram diluidos com DMSO na
concentracédo de 10%, que mostrou ser uma concentragcao ideal para ser usada nas
duas espécies testadas e provocou uma boa dissolu¢do dos produtos.

Outros autores também afirmam utilizarem esta concentragdo na pesquisa da
atividade antimicrobiana de extratos vegetais citando que ndo houve interferéncia no
crescimento das bactérias testadas (CARVALHO, 2007; AYRES et al. 2008; ABD-
AZIZ et al. 2011; COSTA et al. 2011)

Segundo alguns autores o DMSO foi inerte para o desenvolvimento de E. coli,
Staphylococcus sp, Streptococcus sp e Klebsiella sp (DALMARCO et al. 2007), para
E. coli resistente a aminoglicosideos (COUTINHO et al., 2009a) e para Mycoplasma
arginini, M. hominis e Ureaplasma urealyticum (CORDOVA et al. 2010). SUFREDINI
et al. (2006) utilizando o DMSO a 50% n&o encontraram toxicidade para bactérias
Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis) e Gram-negativas (E. coli e P.aeruginosa).

5.3 Avaliacéo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

A avaliacdo da contaminacdo dos extratos e fracOes realizada previamente
aos testes antimicrobianos indicou que estes estavam livres de contaminag&o por
bactérias ou fungos, ndo ocorrendo desenvolvimento de col6nias nos meios agar

TSA e agar Sabouraud apls a incubacdo. Estes resultados revelaram que o0s
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produtos apresentavam boas condicbes microbiolégicas para serem utilizados na
presente pesquisa.

A avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana foi realizada pelo método
de disco difusdo em meio solido. Dentre as técnicas de triagem, esse método € o
mais adequado para se trabalhar com extratos vegetais coloridos e/ou com
solventes orgéanicos, pois é possivel evaporar o solvente do disco, antes da
colocacao deste no meio de cultura (RIOS et al. 1987) e a cor nao interfere na leitura
dos resultados. Nesse método, entretanto, a presenca de particulas em suspenséao
na amostra pode interferir na difusdo da substancia antimicrobiana no agar, mas o
pequeno volume necessério e a possibilidade de testar varios compostos por placa
frente a um Unico micro-organismo foram vantagens observadas no emprego desse
método (VAN DE BERGHE e VLIETINCK, 1991).

DUARTE (2006) chamou atencao para o fato de que ndo existe um consenso
sobre a concentracdo aceitavel para produtos naturais quando comparados com
antibioticos conhecidos. Alguns autores consideram para extratos vegetais, somente
resultados similares aos de antibidticos conhecidos, desde que se trabalhe com uma
fracdo ja determinada (ALIGIANIS et al. 2001).

ALIGIANIS et al. (2001) propuseram uma classificacdo para materiais
vegetais com base nos resultados do CIM, considerando como: forte inibicdo — CIM
até 500 pg/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 ug/mL e como fraca
inibicdo - CIM acima de 1600 ug/mL. Ja para Sartoratto et al. 2004, uma forte
atividade de extratos vegetais seria para valores de CIM entre 50-500 ug/ml, CIM
com atividade moderada entre 600-1500 upg/mL e fraca atividade acima de 1500
ug/mL. Critérios alternativos, foram descritas por FABRY et al. (1998), que
consideraram extratos possuindo valores de CIM abaixo de 8000 upg/mL como
possuindo atividade antimicrobiana aproveitavel. HOLETZ et al. (2002) sugeriram
CIM abaixo de 100 pg/mL para forte atividade antimicrobiana, entre 100 e 500
Mg/mL moderada atividade, entre 500 a 1000 pg/mL fraca atividade e acima de 1000
Mg/mL como sem atividade.

No presente trabalho, foi realizada uma triagem dos extratos etandlicos das
plantas quanto a sua atividade antibacteriana partindo das concentracées de 500
ng/mL e 250 pg/mL considerando que estes produtos sdo extratos brutos. Esses
valores de acordo com critérios sugeridos por HOLETZ et al., (2002) seriam de

moderada atividade antimicrobiana. Mas, considerando os critérios menos rigorosos
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de FABRY et al. (1998), de ALIGIANIS et al. (2001) e de SARTORATTO et al.
(2004), os extratos nas concentracbes estudadas teriam uma forte atividade
antimicrobiana. Evidencia-se, dessa maneira, a necessidade de estudos mais
avancados, visando padronizar a concentracdo aceitavel da atividade antimicrobiana
de extratos vegetais com potencial de aproveitamento para fitoterdpicos ou para
pesquisa de novas drogas antimicrobianas.

Todos os extratos e fracbes em estudo demonstraram atividade para pelo
menos uma espécie de bactéria multirresistente testada, comprovando que as
plantas medicinais podem representar uma importante alternativa no controle da
resisténcia bacteriana.

A Eleutherine plicata mostrou atividade antibacteriana para S. aureus ATCC
25923 e as cepas MRSA/ORSA nas concentracdes de 500 pg/mL e250 pug/mL para
o EEB demonstrando que a resisténcia da cepa selvagem nao interferiu nos
resultados (Tabela 3). Este resultado é promissor, pois uma das poucas alternativas
terapéutica para bactérias ORSA € a droga vancomicina (ALMEIDA et al. 2007b).
Além do mais, cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA) e S. aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA) ja foram isoladas e tem sido
motivo de grande preocupacdo no controle da resisténcia bacteriana (BOYLE-
VAVRA et al. 2001; BADDOUR et al. 2006; TIWARI e SEN, 2006).

Apesar de ter acdo sobre a bactéria Gram positiva S. aureus, o extrato da
planta E. plicata ndo apresentou atividade para a bactéria Gram negativa P.

aeruginosa.

Tabela 3 - Avaliagdo da Atividade antibacteriana do extrato etandlico bruto de Eleutherine plicata pelo
método de disco difusdo em agar.

Bactérias Concentracéo Concentracdo
500 pg/L 250 pg/mL

S. aureus ATCC 25923 S (14 mm) S (11 mm)

S. aureus Isolado 1 S (13 mm) S (10 mm)

S. aureus Isolado 2 S (13 mm) S (10 mm)

P. aeruginosa ATCC 27853 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 1 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 2 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 3 R (0) R (0)

S- sensivel; R- resistente; (halo de inibigdo em mm- milimetros)
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Segundo VLIETINCK et al. (1995), RABE et al. (1997), LIN et al. (1999) e
KELMANSON et al. (2000), muitas das plantas com atividade antimicrobiana que ja
foram estudadas sdo ativas apenas contra cepas de bactérias Gram-positivas.
URZUA et al. (1998) sugeriram que a membrana externa das bactérias Gram-
negativas poderia agir como uma barreira contra as substancias ativas presente nos
extratos de plantas. No entanto, varios autores encontraram extratos vegetais com
atividade tanto para bactérias Gram positivas como para negativas (KHAN et al.
2009; KUETE et al. 2010; ABD AZIZ et al. 2011; STEFANOVIC & COMIC, 2012).
RIBEIRO et al. (2009) demonstraram que extratos de folhas de goiabeira, pirarucu e
pariri foram ativos contra cepas de ambos 0s grupos de bactérias.

PORFIRIO et al. (2009) e RIBEIRO et al. (2009) verificaram atividade
antibacteriana no extrato de Eleutherine plicata Herb (marupazinho) mostrando
maior atividade contra a bactéria Gram positiva S. aureus. A presenca de taninos no
extrato pode ser responsavel pela atividade antimicrobiana da planta (DJIPA et al.
2000).

MALHEIRQOS, (2008) relatou que o extrato etandlico e a fracdo cloroférmica
de E. plicata tiveram atividade frente a S. aureus e C. albicans, ndo tendo acao para
cepas de E. coli e P. aeruginosa. Através da determinacao da CIM o autor verificou
que a fragdo cloroférmica foi mais ativa que o extrato etanélico.

No estudo preliminar do EEB de Geissospermum vellosii (Tabela 4) verificou-
se atividade para S. aureus sensivel e resistente a oxacilina nas concentracdes de
500 pg/mL e 250 pg/mL, ndo tendo atividade contra P. aeruginosa. Os halos de

inibicdo formados foram menores do que os desenvolvidos pela Eleutherine plicata.
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Tabela 4 - Avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico bruto de Geissospermum vellosii
pelo método de disco difusdo em agar.

Bactérias Concentragao Concentragao
500 pg/ml 250 pg/ml

S. aureus ATCC 25923 S (10 mm) S (10 mm)

S. aureus isolado 1 S (10 mm) S (9 mm)

S.aureus isolado 2 S (10 mm) S (8 mm)

P. aeruginosa ATCC 27853 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 1 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 2 R (0) R (0)

P. aeruginosa Isolado 3 R (0) R (0)

S- sensivel; R- resistente; (halo de inibigdo em mm- milimetros)

CORREIA et al. (2008) em seu estudo com o extrato bruto de
Geissospermum argenteum, pertencente a mesma familia do G. vellosii, relataram
que ocorreu atividade antimicrobiana contra cepas de P. aeruginosa na
concentracdo de 20 pug/mL, de 80 pug/mL para S. aureus sensivel e de 5 ug/mL para
S. aureus multirresistente.

Como né&o foi encontrado qualquer relato sobre a pesquisa da atividade
antimicrobiana da planta na literatura pesquisada, os resultados de G. vellosii frente
a S. aureus representam mais uma evidéncia importante para concluir que as
plantas sdo um reservatorio de substancias antimicrobianas que ndo sao apenas
potentes contra patdogenos-alvos, mas também podem representar uma alternativa
de superar os mecanismos da resisténcia microbiana.

O aumento crescente da frequéncia de S. aureus resistentes a ORSA/MRSA
e a possibilidade do aparecimento de amostras resistentes a vancomicina tornam
importante o desenvolvimento de novas drogas com atividade anti-estafilocécicas e,
nesse contexto, os extratos de E. plicata e de G. vellosii mostraram potencial como
alternativa terapéutica.

Na avaliacdo preliminar do extrato etandlico bruto da P. pilosa (Tabela 5),
verificou-se atividade antimicrobiana somente para P. aeruginosa nas concentracoes
de 500 e 250 pg/mL.
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Tabela 5 - Avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico bruto de Portulaca pilosa pelo
método de disco difusdo em agar.

Bactéria Concentragao Concentragao
500 pg/ml 250 pg/ml

S. aureus ATCC 25923 R (0) R (0)

S. aureus isolado 1 R (0) R (0)

S.aureus isolado 2 R (0) R (0)

P. aeruginosa ATCC 27853 S (20 mm) S (18 mm)

P. aeruginosa isolado 1 S (10 mm) S (9 mm)

P. aeruginosa isolado 2 S (10 mm) S (9 mm)

P. aeruginosa isolado 3 S (9 mm) S (8 mm)

S- sensivel; R- resistente; (halo de inibigdo em mm- milimetros)

BASTOS, (2008) avaliando o potencial antimicrobiano do extrato bruto de P
pilosa, através do teste de difusdo em agar, ndo observou atividade microbiana para
S. aureus, C. albicans e P. aeruginosa. Entretanto MENDES (2011) em uma
avaliacdo preliminar com o extrato de P. pilosa pelo método de difusdo em agar
frente ao P. aeruginosa verificou halo de 25 mm de diametro na concentracdo de
500 pg/mL e de 20 mm na concentragdo de 250 pg/m, o que corrobora nossos
resultados. Os autores sugeriram que a presenca de fendis e taninos, que eles
encontraram na prospeccao fitoquimica do extrato de planta, seria responséavel pela
atividade antimicrobiana.

OLIVEIRA et al. (2011) relataram que o extrato etandlico de P. pilosa nao
demonstrou atividade quando testado contra a bactéria alcool-acido-resistente
Mycobacterium tuberculosis. Convém ressaltar que esta bactéria possui um alto teor
de lipideos na composicdo da parede celular, o que impediria a acdo do extrato

sobre a bactéria.

5.4 Determinacgdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Ap0s a determinacgéo da atividade antimicrobiana preliminar, realizada com os

extratos etandlicos brutos das plantas sobre os micro-organismos testados, foram
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selecionados extratos e fragcbes das plantas que apresentaram resultado positivo
(halo 2 8 mm) contra cada um dos micro-organismos do estudo. Para determinagao
da CIM, os produtos vegetais (extratos e fracdes) foram testados em concentracdes
de 500; 250; 125; 62,50; 31,25 e 15,62 ug/mL pelo método de microdiluigdo em
placas. A CIM representa a menor concentracdo do produto capaz de inibir a
multiplicagéo de um isolado bacteriano.

Na determinacao da CIM optou-se pelo método de ELLOF, (1998) por ser um
método que foi idealizado para uso em extratos vegetais e vem sendo bastante
utilizado, principalmente devido a sua sensibilidade e a quantidade minima de
reagentes, o que possibilita um maior ndmero de réplicas, aumentando a
confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al. 2008). A determinacdo da CIM
através deste método pode avaliar quantitativamente o potencial antimicrobiano de
uma planta, pois é possivel comparar as respostas de diferentes amostras como
extratos, fracdes e substancias puras obtidas da mesma (BUGNO et al. 2007).

Como revelador do crescimento bacteriano foi utilizado a resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) de cor azul que, na presenca de células
viaveis, é oxidada a resofurina, substancia de coloracdo vermelha, facilitando a
verificacdo da presenca de crescimento microbiano com a coloragdo azul indicando
auséncia de crescimento visivel (PALOMINO et al. 2002; STOPPA et al. 2009).

A tabela 6 e figuras 10, 11 e 12 mostram a CIM dos extratos frente aos micro-
organismos. Para a E. plicata o EEB teve CIM de 250 pg/mL e para a FD a CIM foi
de 125 pg/mL frente a S. aureus. A planta G. vellosii revelou CIM de 125 pg/mL
frente & S. aureus tanto para o EEB como para FA. As fracdes FAE e FHA de P.
pilosa revelaram CIM de 250 pg/mL para todas as cepas de P. aeruginosa. As
respectivas CIM dos produtos foram usadas para estudos da interagdo com drogas

antimicrobianas frente as bactérias selecionadas
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Tabela 6 — Determinagéo da concentracao inibitéria minima dos produtos vegetais frente as bactérias
testadas.

E.plicata G. vellosii P. pilosa

Micro-organismo EEB FD EEB FA FAE FHA

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
S. aureus Isolado 1 250 125 125 125 - -
S. aureus Isolado 2 250 125 125 125 - -
S. aureus ATCC 25923 250 125 125 125 - -
P. aeruginosa Isolado 1 - - - - 250 250
P. aeruginosa Isolado 2 - - - - 250 250
P. aeruginosa Isolado 3 - - - - 250 250
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - 250 250

EEB (Extrato Etandlico Bruto); FD (Fracdo Diclorometano); FA (Fracdo alcaloidica); FAE (Fracéo
aceto de etila); FHA (Fragédo hidroalcodlica).
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Figura 10 - Determinacdo da concentracao inibitéria minima do EE e FD da Eleutherine plicata frente
a S. aureus cepa 1
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Figura 11 - Determinacédo da concentracao inibitéria minima do EE e FA do Geissospermum vellosii,
frente a S. aureus cepal.

Figura 12 - Determinacao da concentracao inibitéria minima de FAE (F2) e FHA (F3) da Portulaca
pilosa frente a P. aeruginosa cepa 2

Para E. plicata a fracdo diclorometano foi mais ativa (CIM 125 pg/mL) que o
extrato etandlico bruto, sugerindo que a substancia ativa esteja em maior
concentracéo na referida fragéo.
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IFESAN, (2009) verificou que o extrato etandlico bruto de planta do género
Eleutherine apresentou CIM de 62,5 mg/ mL para S. aureus MRSA, enquanto que a
CIM de cepa sensivel foi de 250 mg/ mL.

ALVES et al. (2003) obtiveram de E. bulbosa (Miller) o isolamento da
naftoquinona denominada eleuterinona além das demais ja isoladas anteriormente
como: eleuterina, isoeleuterina, e eleuterol e apds ensaio bioautografico detectou
forte atividade contra o fungo fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum.

Tanto o extrato etandlico bruto como a fracdo alcaloidica de G. vellosii
revelaram CIM de 125 ug/mL para todos os isolados e a cepa ATCC de S. aureus.
Seria esperado que a fracdo alcaloidica tivesse uma atividade mais intensa.
Entretanto, especula-se que a eficacia da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais brutos pode ser devido a interacdo dos diferentes compostos quimicos
presentes nas plantas, e ndo pela atividade de compostos isolados, o que pode
explicar estes resultados (RIOS et al. 1987; BIRDI et al. 2010). Esta CIM caracteriza
uma forte atividade antibacteriana (FABRY et al. 1998; ALIGIANIS et al. 2001,
SARTORATTO et al. 2004), o que é particularmente interessante quanto a acao
sobre S. aureus multirresistentes, ja que a disseminacédo de cepas ORSA tem sido
frequentemente relatada em todo o mundo, provocando um aumento de custos
associados a infeccBes desta bactéria em hospitais, onde decorrem de internacéo
prolongada, necessidade de antimicrobianos mais caros e gastos indiretos com
medidas de controle da infeccdo (ROSSI e ANDREAZZI, 2005; VINCENT et al.
2009; PADOVESE et al. 2010).

As fracbes FAE e FHA de P. pilosa demonstraram CIM de 250 ug/mL contra
P. aeruginosa. Este resultado é de grande valor, sobretudo porque a bactéria,
segundo ROSSI e ANDREAZZI (2005), pode expressar uma série de mecanismos
de resisténcia, como a producdo da beta-lactamase, permeabilidade bastante
reduzida a entrada de antibidticos e a presenca de bombas de efluxo, levando a
resisténcia intrinseca a multiplos antibiéticos. As fragbes tiveram acdo sobre os
isolados selvagens que foram resistentes & todos os antibioticos testados,
comprovando que a planta € de interesse para estudos fitoterapicos e de novas
drogas antimicrobianas.

A CIM de P. pilosa frente a P. aeruginosa de 250 ug/mL encontrada no

presente trabalho para frages foi também relatada por MENDES et al. (2011) para o
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extrato bruto da planta. Entretanto, estes autores n&o trabalharam com cepas

multirresistentes.

5.5. Interferéncia dos extratos sobre o efeito das drogas antimicrobianos.

Do total das 120 combinacdes testadas entre os extratos das plantas e as
drogas antimicrobianas, ocorreram 25% de interacdes com sinergismo, indicando
gue houve potencializacdo da acdo da droga frente a bactéria testada (Tabela 7).
Outros autores encontraram valores superiores, tais como BRAGA et al. (2005) com
73% de interacdes sinérgicas do extrato metandlico de Punica granatum com 6
antibioticos (cloranfenicol, gentamicina, ampicilina, tetraciclina e oxacilina) contra
isolados clinicos de S. aureus MRSA e S. aureus MSSA; AYEGORO et al. (2009a)
com 61,7% de sinergismo dentre as combinagfes testadas do extrato de
Helichrysum longifolium com seis antibidticos (penicilina G, amoxicilina,
cloranfenicol, oxitetraciclina, eritromicina e ciprofloxacina) frente a varias bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas e AYEGORO et al. (2009b) que relataram 60% de
interagcOes sinérgicas entre todas as combinagfes do extrato metandlico bruto das
folhas de Helichrysum pedunculatum com oito antibioticos frente a varias bactérias
Gram positivas e Gram-negativas. Estes resultados demonstram que as plantas
medicinais podem se tornar um importante adjuvante das drogas antibacterianas ja
conhecidas, no tratamento das doencas infecciosas e no controle da resisténcia

bacteriana.

Tabela 7 — Interagao entre extratos de plantas e antibidticos sobre S. aureus e P.aeruginosa

Interferéncia S. aureus P. aeruginosa
E. plicata G. vellosii P. pilosa Total
Sinergismo 9 (25%) 5 (13,9%) 16 (33,3%) 30 (25%)
Antagonismo 1(2,8%) 1(2,8%) 4 (8,3%) 6 (5 (%)
Indiferente 26 (72,2%) 30 (83,3%) 28 (58,4%) 84 (70%)

Total 36 (100%) 36 (100%) 48 (100%) 120 (100%)
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Na interacdo da planta P. pilosa com os antibidticos frente a P. aeruginosa
houve o maior niumero de casos de sinergismo (33,3%), mas também foi onde houve
a maior ocorréncia de antagonismo (8,3%). Na maioria das combinacdes testadas
(70%) os extratos nao interferiram na acao do antibiético e em apenas 5% houve
antagonismo, isto é, os extratos diminuiram a acao dos antibioticos. AYGORO et al.
(2011) também relataram baixa ocorréncia de antagonismo (11%) e AYGORO et al.
(2009b) ndo encontraram nenhum caso de antagonismo nas varias combinacdes
testadas entre extratos vegetais de Helicrysum longifolium e 8 antibiéticos frente a 7
bactérias Gram positivas e 2 Gram negativas.

Apesar destes resultados promissores, convém ressaltar que, como as
plantas medicinais s@o bastante utilizadas pela populacdo, ha necessidade de mais
estudos que visem elucidar os efeitos prejudiciais que podem ocorrer com a
interacdo dos antibidticos e plantas medicinais. As pesquisas realizadas para
avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda sao
incipientes, assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgaos oficiais em
feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (CANTON e ONFRE,
2010).

As tabelas 8, 9 e figuras 13 e 14 mostram os resultados da interacado dos

extratos e fracdes de E. plicata e de G. vellosii frente a S. aureus.

Tabela 8 — Resultados da Interacéo do EEB e FD de Eleutherine plicata com antibi6ticos frente a
S.aureus

Antibiotico Cepa ATCC Isolado 1 Isolado 2

Ab | AD+EEB | Ab+FD | Ab | Ab+EEB | Ab+FD | Ab | Ab+EEB | Ab+FD

(mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) (mm) [ (mm) | (mm) (mm)
Cefoxitina 30  1(30) S(32) 16 A4 1315 O | (0) 1 (0)
Ciprofloxacina 30 1 (30) 1(30) 28 S(30) S(3B) 9 S@1)  1(8)
Clindamicina 29 1(30) 1(30) 23  1(23) S(@6) 0 | (0) 1 (0)
Eritromicina 28 S(30) S(30) 28  1(29) 129) © | (0) 1 (0)
Oxacilina 21 1(21) 1(21) © | (0) 10 O | (0) 1 (0)
Vancomicina 22 1(22) 1(22) 21 1(20) 1200 19 S(22) S(22)

Ab: Antibiético; EEB: Extrato Etandlico Bruto; FD: Fracéo Diclorometano; S: Sinergismo;
A: Antagonismo; I: indiferente; mm: milimetros.
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Tabela 9 — Resultados da Interacéo do EEB e da FA de G. vellosii com antibiéticos frente a S. aureus.

Antibidtico Cepa ATCC Isolado 1 Isolado 2
Ab Ab+EEB | Ab+FA | Atb | Ab+EEB | Ab+FA | Ab | Ab+EEB | Ab+FA
(mm) | (mm) | (mm) |[(mm) ] (mm) | (mm) |(mm)]| (mm) | (mm)

Cefoxitina 30 1(30) 1(30) 15  1(15) 1 (15) 0 1(0) I (0)
Ciprofloxacina 31 1 (31) 1 (30) 31 I (31) 1 (32) 09 S (11) 1 (8)
Clindamicina 28  1(28) 1(29) 22 S(24) S(25) 0 1(0) 1 (0)
Eritromicina 29 1 (29) 1 (29) 30 I (31) I (31) 0 I (0) I (0)
Oxacilina 21 1(21) 1(20) O 1 0) 1 (0) 0 1(0) 1(0)
Vancomicina 23 1(23) A(21) 21  1(21) | (21) 19 S(@21) S(21)

Ab: Antibiotico; EEB Extrato Etanélico Bruto; FA: Fracdo Alcaloidica; S: Sinergismo; A: Antagonismo;
I: indiferente; mm: milimetros.

Figura 13 - Demonstracéo da interacdo do Extrato etandlico bruto (EEB) e da Fracao Diclorometano
(FD) de Eleutherine plicata + Antibidticos frente ao isolado 2 de S. aureus oxacilina-resistente

(ORSA).
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Figura 14 — Demonstragdo da interac@o do Extrato Etandlico Bruto (EEB) e da Fracdo Alcaloidica
(FA) do Geissospermum vellosii + Antibiéticos frente ao isolado 2 de S. aureus oxacilina-resistente
(ORSA).

Todas as interacdes do EEB de G. vellosii com as drogas foram indiferentes
guando testadas frente a cepa ATCC de S. aureus sensivel, isto €, ndo interferiram
na acdo do antibiético. A fracdo FA desenvolveu antagonismo na interagdo com
vancomicina, sendo indiferentes quando associada as demais drogas testadas.

Frente aos isolados multirresistentes (ORSA) o EEB potencializou a acédo da
ciprofloxacina, clindamicina e da vancomicina, enquanto que a fragdo FA
desenvolveu sinergismo com clindamicina e vancomicina. Nao ocorreu nenhum caso
de antagonismo com os antibioticos frente aos isolados multirresistentes.

Resultado relevante é a potencializagdo da vancomicina pelo EEB e FA de G.
vellosii e EEB e FD de E. plicata frente aos isolados ORSA, criando uma expectativa
de que as plantas apresentam potencial como adjuvantes no tratamento das
infeccbes causadas por estes micro-organismos, pois a vancomicina é uma das
poucas alternativas conhecidas atualmente. OLIVEIRA et al. (20011) demonstraram
gue a tolerancia a vancomicina entre as cepas ORSA é elevada. Consequentemente
aumentam as chances de falhas no tratamento com vancomicina e o risco da
emergéncia de Staphylococcus aureus vancomicina-intermediario (VISA). Além do
gue, o tratamento por tempo prolongado e 0 uso em larga escala da vancomicina
sdo considerados os principais fatores relacionados com a emergéncia de cepas
VISA (HIRAMATSU, 1998; SMITH et al. 1999; OLIVIEIRA et al. 2000). A vigilancia
constante dos niveis de sensibilidade & vancomicina é necessaria, com vistas a
prevencédo da emergéncia de cepas VISA e VRSA, assim como a procura por novas

alternativas terapéuticas, menos agressiva ao homem.
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A tabela 9 e figuras 15 e 16 demostram os resultados da interagdo das

fracOes de P. pilosa com as drogas antimicrobianas frente a P. aeruginosa.

Tabela 10 — Resultados da Interacdo do extrato de Portulaca pilosa com antibidticos frente a
Pseudomonas aeruginosa.

Antibiti Cepa ATCC Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3
ntibidtico
(mm) (mm) (mm) (mm)
Ab | Ab+ | Ab+ | Ab | Ab+ | Ab+ | Ab| Ab+ | Ab+ | Ab | Ab+ | Ab+
FAE | FHA FAE | FHA FAE | FHA FAE | FHA

Aztreonam 22 [ S(29) | S(29) | O | (0) 1(0) |18 | A(16) | 1 (18) | 16 | S(22) | I (17)
Ceftazidima 27 [1(28) | S(29) | O I (0) I0) |0 |[I(O) |[I(©) |0 |1 |1()
Cefepime 30 |S(32) |S(32) |9 1(10) | S(12) |12 | S(14) | s17) |0 [I1(@©) [I1(0)
Ciprofloxacina | 32 | S(37) | S(36) | 8 I (8) 1(08) | O I (0) 10 |0 [I1(0) I (0)
Imipenem 23 [1(22) |A19) |11 |I1(11) |1(0) |10 |1(Q0) |I1(11) |0 [I1(O) [I1(0)
Piperacilina
Tazobactam 31 | S(33)[S(34) |12 |A@B) |A(@) |20 |1(21) | S(22) | 11 | S(15) | S(16)

Ab: Antibidtico; FAE: Fracdo Acetato de Etila; FHA: Frac@o Hidroalcodlica, S- sinergismo;
A - antogonismo; |- indiferente; mm (halo em milimetros).

Figura 15 - Demonstracao da interacao da Fracdo Acetato de Etila (FAE) e da Fragéo Hidroalcodlica
(FHA) da Portulaca pilosa + Antibiéticos frente ao isolado 3 de Pseudomonas aeruginosa

multirresistente.
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Figura 16 - Demonstracdo da interacdo da (FAE) (F2) e da (FHA) (F3) da Portulaca pilosa +
Antibioticos frente ao isolado 1 de Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

Na associacdo das Fragbes FAE e FHA de P.pilosa com os antibidticos
testados frente a cepa ATCC de P. aeruginosa ndo multirresistente verificou-se o
maior numero de casos de sinergismo, tendo a FAE potencializado a acéo de cinco
antibioticos (aztreonam, cefepime, ciprofloxacina e piperacilina+tazobactam),
enquanto a fracdo FHA potencializou também a ceftazidima, além dos outros cinco
citados para a fracdo FAE. Mesmo sendo para cepa sensivel aos anti-
Pseudomonas, € um resultado relevante, considerando o potencial desta bactéria
para causar infecgbes diversas e que as associacbes com sinergismo ocorreram
com antibidticos de classes variadas e mecanismos de acao diferentes.

No estudo da interacdo da FAE com antibidticos frente a isolados de P.
aeruginosa  multirresistentes,  ocorreu  sinergismo com  cefepime e
piperacilina+tazobactam e antagonismo com aztreonam e imipinem. A FHA quando
associada aos antibiéticos provocou sinergismo com cefepime e piperacilina-
tazobactam e antagonismo com piperacilina+tazobactam.

Corroborando com o0s nossos resultados de que a associacdo de plantas com
antibiéticos é alternativa viavel na terapéutica de P. aeruginosa multirresistentes,
ADWAN et al. (2010) mostraram que o extrato da planta R. coriaria, além de possuir
forte acdo bactericida sobre todas as cepas de P. aeruginosa multirresistentes

testadas, a sua associacao com os antibiéticos penicilina G e cefalexina mostraram
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efeitos sinérgicos com reducdo significativa de mais de 2000 vezes das CIM destes
antibiéticos frente a esta espécie bacteriana. Os autores sugeriram que as
combinacgdes entre o extrato da planta e os antibioticos podem ser Uteis no combate
das emergentes P. aeruginosa multirresistentes, e que o extrato de R. coriaria pode
conter inibidores naturais trabalhando por diferentes mecanismos ou inibidores de
bombas de efluxo. Recomendaram, entretanto, que trabalhos futuros sao
necessarios, para identificar as moléculas ativas presentes no extrato, assim como
estudos in vivo para confirmar a prote¢éo anti-pseudomonas.

Outros autores também comprovaram a possivel utilizacdo dos extratos de
plantas medicinais associados aos antibioticos, no controle de infecgbes bacterianas
envolvendo fendétipos MDR (multi-drogas resistentes), tais como COUTINHO et al.
(2009b), FANKAM et al. (2011), SOUSA et al.(2011) e FERNANDES et al. (2012).
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6. CONCLUSAO

e Foi comprovado o potencial antibacteriano das plantas E. plicata
(marupazinho) e G. vellosii (pau-pereira) frente a S. sureus ORSA e da P.
pilosa (amor-crescido) contra P.aeruginosa multirresistente.

e As fracOes de E. plicata e G. velossii demonstraram a mesma eficacia contra
S. aureus considerando as suas CIMs (125 ug/mL).

e As fracdes acetato de etila e hidroalcoodlica de P. pilosa tiveram a mesma CIM
(250 ug/mL) frente a P. aeruginosa multirresistente.

e O DMSO teve acao toxica para P. aeruginosa na concentracédo de 20% sendo
inerte para S. aureus nas concentragdes testadas (2,5, 5, 10 e 20%).

e Para testes da atividade antimicrobiana in vitro de extratos de plantas com S.
aureus e P. aeruginosa, sugere-se a concentracdo do DMSO a 10%.

e As interacdes dos extratos das plantas com os antibiéticos demonstraram a
ocorréncia de sinergismo em 25% das interacdes testadas.

¢ Os extratos e fracOes de E. plicata e de G. vellosii potencializaram a atividade
in vitro das drogas antibacterianas ciprofloxacina, clindamicina e vancomicina
frente a cepas ORSA.

e A interacdo das fracdes de P. pilosa com as drogas aztreonam, cefepime e
piperacilinat+tazobactam quando testadas contra P. aeruginosa
multirresistente provocaram sinergismo, resultando na potencializacdo da
atividade in vitro das drogas.

e Os resultados do trabalho indicam que extratos de E. plicata, G. vellosii e de
P. pilosa, principalmente quando em interagdo com as drogas antibacterianas
conhecidas, representam uma alternativa terapéutica no combate de
bactérias multirresistentes emergentes. Sa0 necessarios, entretanto, outros
estudos para a verificacdo da toxicidade das plantas e do isolamento e
identificacdo de compostos ativos responsaveis por estas atividades. Além
disso, a compreensdo do mecanismo de sinergismo é fundamental, para o
uso com sucesso, das plantas medicinais no tratamento de infecgbes

causadas por bactérias multirresistentes.
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