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RESUMO

A bactéria Staphylococcus aureus causa diferentes tipos de infecgbes, que afetam
diferentes tecidos e 0Orgdos, e muitas vezes € isolada de infeccbes adquiridas na
comunidade e no ambiente hospitalar. A prevaléncia de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM) representa um grave problema de saude publica e a
terapia anti-SARM € limitada ao uso de glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina),
oxazolidina (linezolida), quinupristina-dalfopristina. Nesse sentido, a busca por novos
antimicrobianos é urgente e necessaria. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antimicrobiana de extrato hidroalcoodlico obtidos das cascas do caule
de Hymenaea stigonocarpa (EHHS) e quatro discos de antimicrobianos (oxacilina,
amoxicilina/acido clavulanico, ciprofloxacina e vancomicina) contra oito cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (LFBM OXA 1, LFBM SA 2204, LFBM
SA 2205, LFBM AM 02, LFBM AM 04, LFBM AM 05, LFBM AM 07 e ATCC 33591).
A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do EHHS foi de 512ug/mL para todas as cepas
de SARM avaliadas. Das 4 associagdes realizadas para as oito cepas, todas mostraram-se
sinérgicas, exceto a associacdo de CIP + EHHS para a cepa ATCC 33591 que apresentou
efeito aditivo, e as associagdes VAN + EHHS e OXA + EHHS que apresentaram um
efeito indiferente frente cepa ATCC 33591. Este estudo demonstrou que em geral, 0
EHHS combinado com antimicrobianos beta-lactamicos, fluoroquinolonas e atua

sinergicamente inibindo cepas de SARM.

Palavras-chave: Extrato hidroalcodlico; Hymenaea stigonocarpa; Staphylococcus

aureus resistente a meticilina;



ABSTRACT

Staphylococcus aureus causes different types of infections, which affect different tissues
and organs, often isolated from community-acquired and nosocomial infections. The
increasing prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains
represent a serious public health problem and anti-MRSA therapy is limited to the use of
glycopeptides (vancomycin, teicoplanin), oxazolidine (linezolid), quinupristin-
dalfopristin. In this sense, the search for new antimicrobials is urgent and necessary. In
view of the above, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
hydroalcoholic extracts obtained from Hymenaea Stigonocarpa (HSHE) stem barks and
four disc of antimicrobials (oxacillin, amoxicillin/clavulanic acid, ciprofloxacin and
vancomycin ) against eight strains of Staphylococcus aureus resistants to methicillin
(LFBM OXA 1, LFBM SA 2204, LFBM SA 2205, LFBM AM 02, LFBM AM 04, LFBM
AM 05, LFBM AM 07 and ATCC 33591).The criteria used to evaluate the synergistic
activity were defined by the Overlay Inoculum Susceptibility Disc. The MIC of HSHE
was 512ug/mL for all MRSA strains evaluated. Of the 4 associations performed for the
eight strains, all were synergistic, except for the association of CIP + EHHS for the strain
ATCC 33591, which showed an additive effect, and the associations VAN + EHHS and
OXA + EHHS, which showed an indifferent effect against the ATCC strain 33591. This
study demonstrated that, in general HSHE combined with beta lactams antimicrobials,

fluoroquinolones and acts synergistically inhibiting MRSA strains.

Keywords: Hydroalcoholic extract; Hymenaea stigonocarpa; methicillin-resistant
Staphylococcus aureus;
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1. INTRODUCAO

O género Staphylococcus engloba diversas espécies, entre elas, algumas que
constituem a microbiota natural de seres humanos e de outros animais, mas em
determinadas situacfes, por exemplo, queda de imunidade, sdo consideradas patogenos
oportunistas.

Staphylococcus aureus € uma das espécies mais comumente isoladas em centros
cirargicos, sendo responsavel por 18,9% de todas as infecgdes nosocomiais. Além disso,
em todo mundo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) representa mais
de 50% das infeccBes adquiridas em hospitais (SWOLANA E WOJTYCZKA, 2022).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) publicou uma lista de
“patdgenos prioritarios” que inclui SARM como um dos microrganismos patogénicos de
maior importancia para a saude publica (VACA CORDOVA et al, 2021; OMS, 2017). A
OMS prevé que até 2050 o nimero de mortes por ano causadas por infec¢des de bactérias
multidrogas resistentes (MDR) aumente de 700.000 para 10 milhdes, sendo maior que 0

namero de mortes causadas canceres (PLUMET et al, 2022).

S. aureus possui diversos mecanismos que dificultam o tratamento de infecgdes e
que sdo responsaveis pela sua alta patogenicidade, como: producdo de enzimas que
provocam efeitos citoliticos, proteinas de superficie que se ligam as células e proteinas
do hospedeiro, producéo de biofilme e a presenca de genes responsaveis pela resisténcia
aos antimicrobianos, principalmente aos B-lactamicos, como é o caso do SARM
(KOZAJDA et al, 2019).

Devido a este cenario, a busca pelo desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos ou de novos esquemas terapéuticos é de extrema importancia, visto que,
a disponibilidade de antimicrobianos esté se esgotando com o passar dos anos, enquanto

que o nimero de microrganismos MDR s6 aumenta (GORNIAK et al, 2019).

Muita atencdo vem sendo dada pelos pesquisadores aos metabolitos secundarios
de origem vegetal, como e o caso dos taninos e flavonoides, alguns dos principais
metabolitos secundarios presentes em extratos vegetais e que possuem diversas atividades

bioldgicas, como a antimicrobiana, podendo ser uma opg&o nas terapias combinadas com
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antibioticos convencionais para o tratamento de infec¢cdes por bactérias MDR (DE O.
RIBEIRO et al, 2018; OSORIO et al, 2021)

O extrato hidroalcoolico de Hymenaea stigonocarpa (EHHS) é produzido a partir
da casca do caule do jatoba-do-cerrado. Dentre os varios metabolitos secundarios
identificados na casca do jatoba, os taninos e os flavonoides sdo os metabdlitos mais
abundantes e possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas, como antioxidante,
anti-inflamatorias, antitumorais e antimicrobianas (DIMECH, 2013; SARBU et al, 2019).

Diante do exposto acima, o presente estudo teve como primeiro objetivo,
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico de
Hymenaea Stigonocarpa (jatoba-do-cerrado) e dos antimicrobianos, vancomicina
(VAN), amoxacilina/acido clavulanico (AMC), ciprofloxacino (CIP) e oxacilina (OXA)
normalmente utilizados para tratar infecgdes causadas por Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM). Posteriormente, foi avaliado o efeito da interacdo entre
EHHS e os antimicrobianos normalmente utilizados no tratamento de SARM, utilizando

uma adaptacdo do método Overlay Inoculum Susceptibility Disc.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana do extrato hidroalco6lico de Hymenaea stigonocarpa
e de suas associagbes com antimicrobianos frente a cepas de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina (SARM).

2.2 Objetivos Especificos

v Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico, frente

a cepas do complexo Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

v/ Associar o extrato hidroalcodlico em concentragdes subinibidoras (0,5 x CIM) a

discos de vancomicina, amoxicilina-acido clavulanico, ciprofloxacino e oxacilina.

v' Determinar o tipo de interagdo causada pelas associacbes sobre cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Género Staphylococcus

3.1.1. Aspectos gerais

Staphylococcus aureus foi descoberto pela primeira vez pelo Dr. Alexander
Ogston, que foi responsavel por isolar o microrganismo do pus coletado em abcessos
humanos e recria-los em camundongos saudaveis (HEMMADI E BISWAS, 2021). S.
aureus é um dos principais patdgenos bacterianos em diversas regiées do mundo, devido
ao fato de estar continuamente adquirindo mecanismos de resisténcia a diversos
antibidticos atuais (CASSAT E THOMSEN, 2021). Staphylococcus aureus é um
microrganismo comensal, presente na pele e nas narinas de 30% da populagéo, podendo
ser responsavel por infeccbes de diversos graus, desde as infeccBes leves e superficiais
como as de pele, até infec¢bes graves como choque séptico, endocardite, pneumonia
grave, bacteremia e osteomielite (WONG FOK LUNG E PRINCIPE, 2020;
SHERESTHA et al, 2021). A dificuldade no tratamento de infeccdes por S. aureus é
decorrente do uso excessivo de antibidticos em humanos, que acaba provocando o
surgimento de bactérias multidrogas resistentes (MDR) (MATUSZEWSKA et al, 2022).

3.1.2. Metabolismo, caracteristicas bioguimicas e morfoldgicas

Staphylococcus aureus é caracterizado morfologicamente como uma bactéria
cocoide, com aproximadamente de 0,8 um de diametro, que pela coloragdo de Gram se
apresenta como Gram-positiva, ndo formadora de esporos e flagelo, sendo assim imovel,
positiva para os testes de catalase, coagulase plasmatica e desoxirribonuclease (LEE et
al, 2018; GUO et al 2020). E um microrganismo considerado comensal, ou seja, ele
mantém uma relagdo com outro ser vivo sem lhe causar danos, podendo assim obter
beneficios através dessa relacdo. S. aureus tem como uma caracteristica marcante a
producdo e secrecdo de uma substancia polimérica extracelular (SPE), também
conhecida como biofilme, que atua como uma espécie de barreira protetora que auxilia
0 microrganismo a resistir e a neutralizar os efeitos de antibioticos, dificultando assim o
seu tratamento (IDREES et al 2021).
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Figura 1: Staphylococcus aureus visualizado por microscopia 6tica (1000x),
apos coloracdo de Gram

Fonte: O autor

Figura 2: Cepas de Staphylococcus aureus em caldo Triptona Soja (CTS)
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(Fonte: O autor)

3.1.3. Mecanismos de resisténcia
A preocupacdo com a resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus aureus
surgiu em meados de 1960, quando as primeiras cepas resistentes a meticilina foram
isoladas. Microrganismos s&o considerados resistentes quando sofrem altera¢fes na sua
estrutura genética proporcionando mecanismos de resisténcia que tornam ineficazes
tratamentos utilizando os farmacos existentes. O aumento da resisténcia antimicrobiana

segue associado a altas taxas de morbidade e mortalidade, além de impactar e
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comprometer diretamente resultados em diversas areas da medicina (FRIERI et al,
2017). Um grande problema que favorece o surgimento de bactérias multirresistentes
(MR) é a utilizacdo indiscriminada e desnecessaria de antibioticos de amplo espectro em
terapias, gerando um ciclo vicioso que eleva as taxas de bactérias MDR e resultando no
agravamento de um problema de sadde mundial (VAN DUIN E PATERSON, 2020).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista de agentes
patogénicos prioritarios que inclui Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM), com sensibilidade intermediaria e resisténcia a vancomicina, em segundo lugar
na categoria de alta prioridade, destacando-o como um dos agentes patogénicos mais
importantes na satde pablica (VACA CORDOVA et al, 2021; OMS, 2017). Mesmo
com a descoberta de cepas de SARM resistentes a vancomicina, o uso desse antibidtico
no tratamento de infec¢des continua sendo uma opcao aceitavel (KHANAL et al, 2021)

Staphylococcus aureus € um patégeno com diversos recursos que o auxiliam a
inibir os efeitos de antimicrobianos utilizados no tratamento de infecgdes bacterianas.
Entre os varios mecanismos, podem ser destacados: a secrecdo de enzimas beta-
lactamases (que inibem especificamente as antibidticos beta-lactamicos) e enzimas
neutralizados que inativam antibidticos convencionais, producédo de biofilme (possuem
uma variedade de proteinas que influenciam desde a ligacdo a superficie celular até a
ligacdo com outras moléculas) e alteracdes na proteina de ligacdo a penicilina (PBP)
devido a modificacbes no gene responsavel pela sua expressao.

Estudos mostram que cepas de SARM adquiriram resisténcia a varios antibidticos
através de elementos genéticos mdveis (EGM), responsaveis por carregar genes de
resisténcia, como o blaZ (resisténcia a penicilina), dfrA e dfrK (resisténcia a
trimetoprima), ermC (resisténcia a eritromicina e clindamicina), tetkK e tetL (resisténcia
a tetracilcinas) (TURNER et al, 2019).

A resisténcia a meticilina nas cepas de Staphylococcus aureus esta associada a
presenca do um gene mecA, que é adquirido por meio do cassete cromossémico
estafilococico mec ou SCCmec, um tipo de EGM. O mecA é responsavel pela produgéo
da proteina 2a de ligagdo a penicilina (P2aLP), uma mutagdo da PLP, que possui baixa
afinidade ao antibidtico e confere resisténcia a quase todos os beta-lactdmicos
(LAKHUNDI E ZHANG, 2018). No caso da vancomicina, a resisténcia ocorre devido a
alteracdes no terminal do precursor do peptidoglicano (d-alanil-d-alanina), o alvo de
acdo do antibiotico. Nas bactérias Gram-positivas ocorre a substituicdo da d-alanina

terminal por um d-lactato, diminuindo drasticamente a afinidade de ligacdo da
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vancomicina ao seu alvo (MUHLBERG et al, 2020). Por (ltimo, a resisténcia aos
aminoglicosideos € causada por alteragdes ribossomais, enquanto que nas
fluoroguinolonas € resultado de mutacdes na DNA girase (gyrA) e DNA topoisomerases
(parC) (TASNEEM et al, 2022).

Devido aos diversos mecanismos de resisténcia, S. aureus resistente a meticilina é
reconhecido e classificado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um dos
principais agente patogénicos e como um dos que necessitam de mais atengdo nas
pesquisas para desenvolvimento de novos antibioticos. Por conta desses mecanismos,
MRSA também € um dos maiores responsaveis pelas infecgdes em ambientes de saude
e comunidades em todo o mundo. De acordo com a OMS, fatores como a compra de sem
prescricdo médica, o excesso de prescricdo e o elevado uso de antibidticos pela
populacdo sdo algumas das causas que favorecem o surgimento da resisténcia nos
microrganismos, e caso ndo sejam tomadas medidas urgentes, é possivel que em uma
realidade proxima infecgdes e ferimentos leves voltem a matar (WHO, 2020)

O uso de associa¢des entre os antibidticos veem sendo cada vez mais uma das
opcdes no tratamento de infeccBes causadas por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, uma vez que o surgimento de resisténcia aos medicamentos torna o uso de
monoterapia ineficaz. Uma das terapias combinadas bastante utilizadas no tratamento de
MRSA é a combinagdo da vancomicina com B-lactamicos (ROSE et al, 2021)

3.2. Método para o estudo de associacOes de antimicrobianos

3.2.1. Overlay Inoculum Susceptibility Disc

O Overlay Inoculum Susceptibility Disc é um método qualitativo, utilizado para
determinar se o microrganismo analisado apresenta sensibilidade, resisténcia ou
resisténcia intermedidria aos antimicrobianos testados. O método consiste na
incorporagdo de discos de antibidticos em placas de &gar contendo uma camada do
microrganismo. Para a preparacdo do controle séo utilizadas placas com a camada do
microrganismo sem a presenca dos discos de antimicrobianos.

A presenca de sinergismo é determinada pelo aumento de 19% do halo da zona de
inibicdo do microrganismo ao redor do disco, caso 0 aumento ndo ocorra a associagdo é
considerada indiferente (LAISHRAM et al., 2017).
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Figura 3: Representacdo do Método Overlay Inoculum Susceptibility Disc
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(Fonte: O autor)

3.3. GENERO HYMENAEA
Pertencente & familia Fabaceae e subfamilia Caesalpinioideae, Hymenaea é um
género neotropical que inclui 14 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais.
Dentre elas se encontra Hymenaea stigonocarpa, conhecida popularmente como “jatoba-

do-cerrado”, uma leguminosa arborea que habita regides de cerraddo, Cerrado aberto ¢

Cerrado campo (DE MENEZES FILHO et al, 2020; LUZ et al, 2023).
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(Fonte: aplantadve.cm.br)

Devido ao grande numero de espécies utilizadas para os mais diversos fins, como
0 uso medicinal, a familia Fabaceae é uma das mais importantes familias botanicas.
Dentro do género Hymenaea, H. stigonocarpa € uma das espécies com maior importancia
medicinal nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, pois a sua
resina, fruto, seiva, cha do caule e casca do caule sdo utilizados no tratamento de doencas

géstricas, inflamatorias, infecciosas e pulmonares (DA SILVA et al, 2022).

3.3.1. Extrato Hidroalcodlico

A casca do caule de Hymenaea stigonocarpa possui a presenca de terpenos,
esterdides, cumarinas, flavonoides e taninos condensados, sendo os dois Ultimos os
metabolitos secundarios mais encontrados (DIMECH, 2013). Flavonoides séo derivados
polifendlicos comumente encontrados em uma diversidade de plantas e sdo conhecidos
pelas suas diversas atividades bioldgicas, como a antimicrobiana (SANTOS E BRAGA,
2021). Os taninos possuem diversos efeitos biologicamente interessantes, em especifico
a sua atividade antibacteriana que é provocada pelo seu efeito adstringente, que esta

diretamente relacionado com a estrutura molecular do tanino (KOVAC et al, 2023).
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Figura 5: Forma molecular da astilbina, flavonoide encontrado no extrato

hidroalcoolico (a esquerda) e um tanino condensado (a direita)

OH O
HO “OH
Astibin  OH
Estrutura da astilbina Estrutura de um tanino condensado
(Fonte: SUN et al, 2020) (Fonte: Souza et al, 2015)

3.4. TRATAMENTO

Um grande desafio da pratica clinica no tratamento de infeccdes bacterianas é o
desenvolvimento da resisténcia microbiana, principalmente de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM), para diversos antimicrobianos (SONG et al, 2018). Para
grande parte dos casos de bacteremia por SARM, o tratamento mais comum é realizado
com a utilizagdo dos antibidticos vancomicina ou daptomicina, mas em certos casos a
linezolida também pode ser uma opcao de tratamento (HASSUON et al, 2017).

O uso de terapias combinadas entre antibioticos vem se tornando um problema
devido aos efeitos adversos provocados pelas associagdes dos antimicrobianos, como no
caso da vancomicina + aminoglicosideos ¢ vancomicina + [-lactdmicos, onde ambas as
associacOes apresentam quadros de nefrotoxicidade (VANAMALA et al, 2021).

Diante desses fatos, a busca por novas moléculas com atividades bioldgicas
capazes de auxiliar no tratamento de infeccbes causadas por SARM se torna

extremamente importante.

3.4.1 Vancomicina

A vancomicina é um antibidtico glicopeptidico de amplo espectro
frequentemente utilizado no tratamento de infec¢bes causadas por bactérias Gram-
positivas, principalmente Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)
(TSUTSUURA et al, 2021). O seu mecanismo de acdo atua inibindo a biossintese da
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parede celular bacteriana ao se ligar aos seus precursores, provocando a lise celular (WU
et al, 2020).

3.4.2 Amoxicilina-acido clavulanico

A amoxicilina-acido clavulanico (AMC) é uma das associa¢es mais utilizadas
no tratamento de diversas infec¢bes devido a capacidade do &cido clavulanico de
intensificar o efeito antibacteriano da amoxicilina (ESPINOSA-GONGORA et al, 2020;
MANCABELLI et al, 2021). O mecanismo de a¢do dessa combinagdo ocorre através da
ligacdo da amoxicilina a proteina de ligacdo a penicilina (PLP) 1A, uma enzima
responsavel pela sintese da parede celular bacteriana. Ademais, o &cido clavulanico
exerce seu papel ao se ligar no sitio ativo da p-lactamase, inativando-o (HUTTNER et
al, 2020). Mesmo com seus efeitos positivos, alguns estudos mostram que em casos raros
a utilizacdo de amoxicilina-acido clavulanico no tratamento de infeccdes bacterianas
pode estar associada com o desenvolvimento de pancreatite aguda induzida por drogas
(PID) (CHAMS et al, 2018).

3.4.3 Ciprofloxacino

O ciprofloxacino (CPI) é um antibiético pertencente a classe das
fluoroguinolonas e é utilizado para tratar uma diversidade de infeccGes causadas por
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (SARM) (SHARIATI et al, 2022). O CPI atua nas células bacterianas
inibindo a DNA-girase e as enzimas topoisomerases IV e 11, impactando diretamente na
replicacédo e na transcricdo do DNA bacteriano (THAI et al, 2021). Por conta do seu
amplo espectro e custo-beneficio o ciprofloxacino se tornou muito utilizado em
ambientes de assisténcia a saude. Porém, com o aumento da sua utilizacdo as bactérias
desenvolveram mecanismos de resisténcia e isolados de SARM tornaram-se resistentes
ao antibiotico, através de mutagdes nas regides de ligacédo as topoisomerases IV e Il, e
DNA-girase (KANG et al, 2020; NWABUIFE et al, 2022).

3.4.4 Oxacilina
A oxacilina pertence ao grupo das penicilinas que sdo resistentes as
betalactamases e penicilinases produzidas pelos Staphylococcus. Devido ao aumento de
casos de SARM, a oxacilina veem sendo utilizada em terapias alternativas pelo fato de

possuir uma maior afinidade por vérios tipos de proteinas de ligagdo a penicilina
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(REICHMANN E PINHO, 2017). Assim como outros antibioticos B-lactdmicos, o
mecanismo de acdo da oxacilina atua ao se ligar aos precursores de produgédo do
peptideoglicano, responsavel pela formacdo da parede bacteriana (ALFEI E SCHITO,
2022).

3.4.5 Daptomicina

A daptomicina é um antimicrobiano da classe dos lipopeptideos e atualmente é a
principal alternativa para os tratamentos contra infec¢fes provocadas por SARM onde
uso da vancomicina ndo se demonstra eficaz. Em determinados pontos, a daptomicina
leva certas vantagens quando comparada com a vancomicina, devido ao maior potencial
da sua atividade bactericida e a um perfil de tolerdncia mais aceitadvel (MARAOLO et
al, 2021; ZASOWSKI et al, 2022). O mecanismo de acdo da daptomicina atua inibindo
diversas funcdes da membrana celular bacteriana, como a homeostase do envelope
celular através de interagdes com os fosfolipidios da membrana. Essas interacGes
provocam sérios danos, gerando deformacBes na parede celular e na membrana
bacteriana, que posteriormente sofrem rupturas e por consequéncia levam a morte
celular (BENDER et al, 2018; PATEL E SAW, 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos e preparac¢do do inoculo

Oito cepas da espécie Staphylococcus aureus resistentes a meticilina foram
obtidas de culturas-estoques mantidas no Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica de
Microrganismos (LFBM) — Departamento de Antibidticos - UFPE. Esses microrganismos
foram cultivados em caldo Triptona Soja (CTS), incubados a 37° C por 24 horas.

Os fendtipos de resisténcia aos antibidticos normalmente utilizados para o
tratamento de infecgOes bacterianas e as origens do isolamento de cada cepa estdo
apresentados demonstrados na tabela 1.

O indculo foi obtido a partir da diluicdo das culturas bacterianas em solucdo de

salina esterilizada, com o objetivo de obter uma indculo de concentragdo igual a 108
Unidades Formadoras de Coldnias(UFC)/mL, que corresponde a 0,5 na escala de Mc

Farland (Figura 7).
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Tabela 1: Origem do isolamento e fenotipo de resisténcia de oito cepas de

Staphylococcus aureus.

Cepas de Staphylococcus

Fendtipo de resisténcia

determinado pelo Phoenix ™

aureus Origem
BD
American Type culture METICILINA
ATCC 33591 _
collection
CLIN, ERI, GET, OXA, PEN
LFBM OXA 1 Hemocultura
LFBM 2204 Hemocultura CLIN, ERI, OXA, PEN
LFBM 2205 Hemocultura CLIN, ERI, GET, OXA, PEN
LFBM AM 02 Secrecdo Vaginal PEN, TET
LFBM AM 04 Escarro CLIN, ERI, GET, OXA, PEN
ERI
LFBM AMO5 Hemocultura
AMP, CEF, OXA, PEN
LFBM AM 07 Hemocultura

Ampicilina (AMP); Clindamicina (CLIN); Eritromicina (ERI); Gentamicina
(GET); Oxacilina (OXA); Penicilina (PEN); Tetraciclina (TET);
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4.2. Agentes antimicrobianos

Os discos de antibidticos utilizados no estudo foram obtidos da DME
(Diagnosticos Microbiologicos Especializados) e CECON (Centro de Controle e
Produtos para Diagndstico), sendo o critério de escolha com base no mecanismo de agéo:
vancomicina, amoxacilina/acido clavulanico, ciprofloxacino e oxacilina.

O padrédo de resisténcia para cada disco de antimicrobiano foi baseado no que

recomenda o Clinical Laboratory Standar Institute (CLSI, 2022).

4.3.0btencao do extrato hidroalcodlico de Hymenaea stigonocarpa

As cascas do caule de H. stigonocarpa foram secas ao ar, moidas em moinho de
martelo (Tigre ASN5) e posteriormente armazenadas em frascos ambar a temperatura
ambiente. Para a obtencdo do extrato hidroalcoolico (EH), foi realizada uma maceracao
de 60 g (1:2 p/v) em etanol/agua (1:1), seguindo a metodologia descrita por Gustavo
Dimech (DIMECH, 2013)

4.4 Preparacao da solugdo de extrato hidroalcodlico

De acordo com a metodologia descrita em 2013 por Dimech, a partir dos cristais
obtidos do extrato hidroalcodlico, 0,1024g foram pesados em balanca analitica (Quimis)
e solubilizado em baldo volumétrico em etanol : 4gua (1:1). Em seguida, a solucédo obtida
foi esterilizada por filtragdo utilizando membrana de 60mm de didmetro e 0,22um de
porosidade (Figura 6).

4.5. Determinacgdo da Concentracdo Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada seguindo o método de
macrodilui¢do, de acordo com as normas do CLSI (2020) com algumas modificagoes.
DiluicOes seriadas da solucdo do extrato hidroalcoolico foram realizadas a partir da
solucdo estoque, até que fossem obtidas solugdes de concentracdo de 512- 64 pg/mL.
Posteriormente, 4,5 ml da suspencdo bacteriana padronizada foram dispensados em todos
0s tubos com as concentragdes do EHHS. Uma avaliagdo antimicrobiana do sistema
etanol/Tween 80/agua (1,0/0,5/8,5) foi inserido no experimente, para excluir a
possibilidade de efeitos toxicos sobre as cepas de Staphylococcus aureus. A CIM ¢é
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conceituada pela menor concentracdo de um agente microbiano que é capaz de inibir o
crescimento do microrganismo ap6s um periodo de 24 h de incubacéo a 37°C.

Figura 6: A esquerda a solugdo padronizada do extrato hidroalcodlico e a direita a

solucdo sendo esterilizada por filtracdo utilizando bomba a vacuo

(Fonte: Professora Eulalia Ximenes)

4.6. Associagdo do extrato hidroalcodlico aos discos de antimicrobianos

Para avaliacdo das associacGes do extrato hidroalcoolico com os discos de
antimicrobianos: vancomicina (30 pg), amoxicilina + &cido clavulanico (30 pg),
ciprofloxacino (5 pg) e oxacilina (1 pg) foi utilizado o método Overlay Inoculum
Susceptibility Disc (LAISHRAM et al., 2017).

O procedimento utilizado no experimento (figura 7) foi uma modificagdo do
método de difusdo em meio s6lido. Uma solucdo com concentragdo equivalente a 1/2 da
CIM do extrato hidroalcéolico foi introduzida no agar triptona de soja (ATS) e vertido
nas placas. Em seguida, solugbes padronizadas do microrganismo a 108 UFC/mL foram
semeadas sobre o meio solidificado com auxilio de swab estéril até a formagéo de um
crescimento confluente do microrganismo. Posteriormente, discos de vancomicina,
amoxicilina + &cido clavulanico, ciprofloxacino e oxacilina foram dispostos sobre a
superficie do meio de forma equidistante. As placas foram incubadas a 37° por 24 horas.

A Leitura foi realizada pela medida do halo de inibigdo do cresimento do
microrganismo em torno do disco. O aumento do didmetro da zona de inibicéo (DZI) ao
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redor do disco >19% é equivalente a um efeito sinérgico, <19% igual a um efeito aditivo
e sem variacdo do DZI corresponde a um resultado indiferente (LAISHRAM et al.,
2017).
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Figura 7: Padronizacdo do inéculo das cepas de Staphylococcus aureus e representacéo
do método Overlay Inoculum Susceptibility Disc para determinacdo do efeito
antimicrobiano entre o extrato hidroalcodlico e antimicrobianos

e AR

Indéculo de Caldo triptona soja Inéculoa 10
Staphylococcus (TSB) UFC/mL
aureus (incubado a
37° por 18h).

8

0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL

101 102 103 104 105 106 10 7 '
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

w Gy

4

8ml de agar triptona 2ml de extrato Indculo de S. aureus
soja (TSA) vertido hidroalcodlico vertido sobre calibrado em 0,5 Mc Farland semeado
sobre as placas as placas contendo TSA sobre a placa contendo TSA + extrato

Placas incubadas a 37° por 24h Discos de antibiéticos postos sobre o
meio contendo o crescimento
confluente do microrganismo

(Fonte: O autor)
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de Hymenaea

stigonocarpa (EHHS)

O EHHS apresentou uma Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 512 pg/mL
frente a todas as oito cepas utilizadas neste estudo (ATCC 33591, LFBM OXA 1, LFBM
AS 2204, LFMB AS 2205, LFBM AM 02, LFBM, AM 04, LFBM AM 05 e LFBM AM
07).

5.2. Associacgdo extrato hidroalcodlico-antimicrobianos

A atividade da associa¢do do extrato hidroalcoolico de Hymenaea stigonocarpa
(EHHS) com antimicrobianos frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM) estéo representadas na tabela 3.

Das 4 associagOes realizadas para as oito cepas, todas mostraram-se sinérgicas,
exceto a associagdo de CIP + EHHS para a cepa ATCC 33591 que apresentou efeito
aditivo, e as associacdes VAN + EHHS e OXA + EHHS que apresentaram um efeito
indiferente frente cepa ATCC 33591, visto que foi observado o mesmo resultado que

obtido na placa, controle, ndo houve atividade.
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Tabela 2: Associagdo entre o extrato hidroalco6lico e antimicrobianos frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina utilizando
0 método Overlay Inoculum Susceptibility Disc.

Diametro da Zona de Inibicéo (DZI £ DP)

Drogas Interpretacdo
Staphylococcus aureus Controle (mm) Teste (mm)
VAN 0 0+0 INDIFERENTE
AMC 0 15,85 + 16,15 SINERGICO
ATCC 33591
CIP 33,32 36,15 + 36,25 ADITIVO
OXA 0 0+0 INDIFERENTE
VAN 15,33 IC: IC SINERGICO
AMC 12,28 IC: IC SINERGICO
LFBM OXA 1
CIP 0 IC: IC SINERGICO
OXA 0 IC: IC SINERGICO
VAN 17,46 IC: IC SINERGICO
LFBM 2204 AMC 38,87 IC: IC SINERGICO

CIP 30,59 IC; IC SINERGICO
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OXA SINERGICO
25,65 IC; IC

VAN 14,70 IC: IC SINERGICO

AMC 19,65 IC; IC SINERGICO
LFBM 2205

CIP 30,17 IC: IC SINERGICO

OXA 20,35 IC: IC SINERGICO

VAN 16,98 IC: IC SINERGICO

AMC 12,02 IC: IC SINERGICO
LFBM AM 02

CIP 0 IC: IC SINERGICO

OXA 0 IC: IC SINERGICO
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(OXA).

VAN 18,76 23,70 + 22,30 SINERGICO

AMC 35,72 IC: IC SINERGICO
LFBM AMO04

CIP 29,70 IC: IC SINERGICO

OXA 0 27,22 + 25,45 SINERGICO

VAN 17,13 IC: IC SINERGICO

AMC 10,89 IC: IC SINERGICO
LFBM AM 05

CIP 33,13 IC: IC SINERGICO

OXA 0 IC: IC SINERGICO

VAN 15,58 20,10 + 20,08 SINERGICO

AMC 32,60 IC: IC SINERGICO
LFBM AM 07

CIP 24.30 IC: IC SINERGICO

OXA 21,95 IC: IC SINERGICO

Inibicdo Completa (IC); Vancomicina (VAN); Amoxicilina/acido clavulénico (AMC); Ciprofloxacino (CIP); Oxacilina
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Figura 8: A esquerda (A) demostra o controle e a direita (B) demostra o teste dos
antimicrobianos com o extrato hidroalcodlico introduzido no meio, cepas ATCC 33591,
LFBM OXA 1, LFBM AS 2205. Vancomicina (1), Amoxicilina/acido clavulanico (2),

Ciprofloxacino (3), Oxacilina (4).

ATCC 33591

LFBM OXA 1

LFBM AS 2205

(Fonte: O autor)
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Figura 9: A esquerda (A) demostra o controle e a direita (B) demostra o teste dos
antimicrobianos com o extrato hidroalcodlico introduzido no meio, cepas LFBM AM 02,
LFBM AM 04, LFBM AMO05. Vancomicina (1), Amoxicilina/acido clavulanico (2),
Ciprofloxacino (3), Oxacilina (4).

LFBM AM 02

LFBM AM 04

LFBM AM 05

(Fonte: O autor)



37

Figura 10: A esquerda (A) demostra o controle e a direita (B) demostra o teste dos
antimicrobianos com o extrato hidroalcodlico introduzido no meio, cepa LFBM AMO7.

Vancomicina (1), Amoxicilina/acido clavulanico (2), Ciprofloxacino (3), Oxacilina (4).

LFBM AM 07

(Fonte: O autor)
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Figura 11: Comparagdo dos Diametros da Zona de Inibi¢do do crescimento das cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina ATCC 33591 e LFBM OXA 1.

Controle:

antimicrobianos  (Vancomicina,  Amoxicilina/acido

clavulanico,

Ciprofloxacino e Oxacilina); Teste- Associacdo extrato hidroalcodlico de Hymenaea

stigonocarpa com os antimicrobianos (Vancomicina, Amoxicilina/acido clavulanico,

Ciprofloxacino e Oxacilina).
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Figura 12: Comparacdo dos Diametros da Zona de Inibi¢do do crescimento das cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina LFBM AS 2204 e LFBM AS 2205.

Controle:

antimicrobianos

(Vancomicina,

Amoxicilina/acido

clavulanico,

Ciprofloxacino e Oxacilina); Teste- Associacdo extrato hidroalcodlico de Hymenaea
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Figura 13: Comparacdo dos Didmetros da Zona de Inibi¢do do crescimento das cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina LFBM AM 02 e LFBM AM 04.
Controle:  antimicrobianos  (Vancomicina, = Amoxicilina/acido  clavulanico,
Ciprofloxacino e Oxacilina); Teste- Associacdo extrato hidroalcodlico de Hymenaea
stigonocarpa com os antimicrobianos (Vancomicina, Amoxicilina/acido clavulanico,

Ciprofloxacino e Oxacilina).
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Figura 14: Comparacdo dos Didmetros da Zona de Inibi¢do do crescimento das cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina LFBM AM 05 e LFBM AM 07.
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Ciprofloxacino e Oxacilina).
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6. DISCUSSAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), uma bactéria multidroga
resistente (MDR), é considerada uma das principais e mais graves ameacas a salde
publica. Ele é responsével por provocar infec¢cbes nosocomiais, desde infecgdes leves,
como infecgdes superficiais e intoxicacOes alimentares, até infeccGes graves, como
pneumonia, endocardite infecciosa, bacteremia e diversas infec¢des sistémicas (CHEN et
al, 2021). Com o passar dos anos, a administracao exacerbada de antimicrobianos para o
tratamento de SARM levou ao desenvolvimento de cepas multirresistentes, o que
provocou uma diminuicdo das possibilidades terapéuticas para infecgdes por S. aureus
resistentes a meticilina (ALSEQELY et al, 2021). As infec¢cOes decorrentes de bactérias
MDR sdo responsaveis por uma taxa de mortalidade aproximadamente de 30% em todo
0 mundo, sendo Staphylococcus aureus um dos patdgenos mais preocupantes, afetando
50 em cada 100.000 pessoas, com uma taxa de mortalidade que varia entre 19% a 57%
para adultos (MINEJIMA et al, 2020; HUANG et al, 2022).

Nesse contexto, € indispensavel a busca por novas moléculas e/ou esquemas
terapéuticos, com isso, 0s metabdlitos secundarios com atividade biolégica podem ser
uma opgao para o tratamento de infec¢des causadas por esses microrganismos.

No estudo apresentado, foi realizada a analise da capacidade do extrato
hidroalcodlico de Hymenaea stigonocarpa (EHHS) em inibir o crescimento de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM).

Em 2004, Sotoratto e colaboradores determinaram a classificagéo para o potencial
antimicrobianos de moléculas bioativas, através da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), sendo obtidos os seguintes intervalos: moléculas com atividade considerada forte
apresentam uma CIM que varia de 50 a 500ug/mL; moléculas com atividade moderada
possuem valores de CIM entre 600 e 1500ug/mL; por fim, moléculas com atividade
biologica fraca apresentam valores acima de 1500pg/mL. No nosso estudo, o EHHS
apresentou uma atividade bioldgica moderada, visto que o valor de CIM utilizado foi de
512pg/mL.

A associacdo do extrato hidroalcodlico, na CIM de 512ug/ml, com antibidticos
glicopeptideos (vancomicina), B-lactdmicos (amoxacilina + 4&cido clavulénico) e
(oxacilina) e quinolonas (ciprofloxacino) gerou efeitos sinérgicos, provocando aumento
dos halos de inibigdo ou inibi¢cbes completas do crescimento nas diversas cepas de SARM

utilizadas neste estudo.
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Dentre as 8 cepas avaliadas no estudo, as cepas LFMB OXA1, LFBM SA 2204,
LFBM SA 2205, LFBM AM 02 e LFBM AM 05 foram as que apresentaram inibicao
completa do crescimento quando foi associado o EHHS aos antimicrobianos.
Apresentando desta forma um efeito sinérgico, visto que o aumento do halo de inibicdo
foi superior a 19% (CHINWUBA et al, 1991).

Para as cepas LFBM AM 04 e LFBM AM 07 todas as associagdes apresentaram
caracteristicas sinérgicas, porém apenas as associacdes do EHHS/amoxacilina + acido
clavulanico e EHHS/ciprofloxacino apresentaram uma inibicdo completa do crescimento
bacteriano.

A cepa ATCC 33591 foi a Unica que ndo apresentou a inibicdo completa do
microrganismo nas placas teste. A associacdo EHHS/vancomicina e EHHS/oxacilina ndo
apresentou alteracdo do tamanho do halo de inibic¢éo, sendo assim caracterizadas como
associagOes indiferentes. O EHHS associado ao antimicrobiano, ciprofloxacino foi a
Unica associagao que se apresentou como aditiva, visto que o aumento do halo de inibicdo
foi inferior a 19%. Por fim, paraa ATCC 33591 a Unica associacdo considerada sinérgica
foi entre o EHHS/amoxacilina + acido clavulanico, com aumento do halo de inibicéo
superior a 19%.

Utilizando outro método, Dimech (2013) também realizou estudos para avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico de Hymenaea stigonocarpa frente a
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM). Segundo o seu estudo,
0 EHHS mostrou uma melhor atividade antibacteriana frente a cepas de S. aureus quando
comparado com a atividade frente a bactérias Gram-negativas.

Dimech também avaliou a atividade antibacteriana de duas fracdes do EHHS, a
fracdo aquosa (FA) e a fracdo acetato de etila (FAE), sendo a FA composta apenas por
taninos condensados e a FAE apresentando grande quantidade de flavonoides. A fragédo
FA apresentou uma maior atividade antibacteriana, com valores de CIM variando de 64
e 256 ug/mL para cepas de Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (SASS) e
SARM, enguanto que a FAE para as mesmas cepas apresentou valores de CIM entre 128
e 512 pg/mL, respectivamente.

Além de analisar a CIM de diversas fracdes do EHHS, Dimech analisou por meio
de microscopia eletrénica quais os efeitos ultraestruturais que o EHHS, rico em taninos
condensados e os flavondides, gerava nas cepas de S. aureus. Em um tratamento com
metade da CIM, Dimech observou o surgimento de orificios na parede celular, parede

parcialmente digerida, esfoliacdo na superficie bacteriana e espessamento do septo. Ao
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utilizar um tratamento com a CIM, além das alteragdes ja citadas, foram observadas
mudancas em diversas estruturas celulares, como a condensagdo dos ribossomos,
desligamento da parede celular, divisdo anormal da celula, maltiplos septos, presenca de
células fantasmas e rompimentos na parede celular.

Os flavondides sdo capazes de se ligarem diretamente a parede celular e alterar a
sua integridade, gerando uma falha na incorporagéo do peptidoglicano na parede celular,
podendo ser 0s responsaveis pelo aparecimento dos orificios. O espessamento da parede
celular e a condensacdo dos ribossomos € resultado de um mecanismo de defesa das
bactérias na tentativa de estabilizar a pressdo osmética apés o EHHS exercer sua acao
(DIMECH, 2013)

Os resultados obtidos por Dimech corroboram com os apresentados no presente
estudo, mostrando que o extrato hidroalcodlico de Hymenaea stigonocarpa (EHHS)
possui atividade antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM) e comprovando que o EHHS é capaz de intensificar a atividade de
antimicrobianos convencionais, utilizados no tratamento de infeccdes por SARM, por
meio de interacdes sinérgicas.

Diante do exposto, é visivel que a pesquisa sobre a associa¢ao entre metabdlitos
secundarios e antimicrobianos é extremamente importante e promissora, podendo auxiliar

no tratamento de infec¢gdes causadas por S. aureus resistentes a meticilina.
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7. CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico Hymenaea stigonocarpa (EHHS) foi capaz de inibir o

crescimento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes & meticilina (SARM).

O EHHS apresentou sinergismo em 90,62% das associagOes realizadas,
mostrando que pode ser uma eficiente alternativa no tratamento combinado para

infeccdes por SARM.

A associacdo EHHS/vancomicina e EHHS/oxacilina se mostraram indiferentes
para a cepa ATCC 33591, revelando um forte perfil de resisténcia para estes

antimicrobianos

Os resultados obtidos podem servir futuramente para estudos mais aprofundados
a respeito do efeito das associacbes entre o extrato hidroalcodlico de Hymenaea
stigonocarpa e antimicrobianos contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina.
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