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RESUMO

O surgimento de cepas bacterianas resistentes € um problema alarmante para
saude da populagdo mundial. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
esta envolvido em infecgdes nosocomiais, tornando-se um problema de saude
publica devido a sua frequéncia, morbidade e mortalidade. Com o problema da
multirresisténcia aos antimicrobianos, a comunidade cientifica avalia o potencial
terapéutico dos metabdlitos secundérios oriundos dos vegetais com a finalidade de
encontrar novas moléculas que tenham agéo antimicrobiana ou que interajam com
os farmacos melhorando o seu efeito. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi
avaliar a interacdo in vitro entre extratos de plantas do Cerrado e farmacos
comerciais frente a isolados clinicos de MRSA. Inicialmente, foram coletadas a
casca e as folhas de algumas plantas do Bioma Cerrado, em seguida as partes
vegetais foram secas, pulverizadas e padronizadas em tamises. Para obtencéo do
extrato seco as amostras sofreram maceragdo em etanol, posteriormente houve a
fillracdo e evaporacdo sobre pressao reduzida. A avaliacdo da interacdo in vitro
entre 0s extratos e os farmacos comerciais (ciprofloxacina, levofloxacina e
eritromicina) foi realizada pelo método Checkerboard. Os resultados obtidos
demonstram a interacdo in vitro entre todos os extratos e farmacos comerciais,
sendo a interacao do tipo aditiva para ciprofloxacina (FICI = 0,52 e 1) e levofloxacina
(FICI = 0,50 e 0,52) e interacéo sinérgica para eritromicina (FICI = 0,19, 0,27 e 0,38).
Portanto, os extratos das plantas do Cerrado revelam um potencial terapéutico como
agentes moduladores da acdo dos farmacos comerciais, com a possibilidade de, no
futuro, serem utilizados em combinacdo com farmacos comerciais para o tratamento
de infeccbes provocadas por micro-organismos com perfil de resisténcia,

especialmente o MRSA.

Palavras-chave: Extrato de Plantas. Atividade Antibacteriana. Interacao.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).



ABSTRACT

The emergence of resistant bacterial strains is an alarming problem for the health of
the world's population. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is
involved in nosocomial infections, making it a public health problem because of its
frequency, morbidity and mortality. Due to the problem of multidrug resistance to
antimicrobial agents, the scientific community analyze therapeutic potential of
secondary metabolites derived from plants in order to find new molecules with
antimicrobial activity or that interact with agents enhancing their effect. Thus, the aim
of this study was to evaluate the in vitro interaction between extracts Cerrado plants
and antimicrobial agents against MRSA clinical isolates. Initially, the bark and leaves
of some plants of the Cerrado were collected, then the plant parts were dried,
pulverized and standardized in sieves. To obtain a dry extract the samples were
macerated in ethanol and then filtered and evapored under reduced pressure. The
evaluation of the in vitro interaction between the extracts and the antimicrobial agents
(ciprofloxacin, levofloxacin and erythromycin) was conducted by the Checkerboard
method. The results demonstrated the in vitro interaction between all antimicrobial
agents with the extracts, with an additive interact for ciprofloxacin (FICI = 0.52 and 1)
and levofloxacin (FICI = 0.50 and 0.52) and synergistic interaction for erythromycin
(FICI = 0.19, 0.27 and 0.38). Therefore, the Cerrado plants extracts showed
therapeutic potential as modulators of the antimicrobial agents actions with the
possibility in the future to be used in combination with these drugs for treating

infections caused by micro-organisms with resistance profile, particularly MRSA.

Keywords: Plants Extracts. Antibacterial Activity. Interaction. Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (MRSA).
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos estdo desenvolvendo resisténcia a muitos
antimicrobianos, devido principalmente ao uso indiscriminado desses medicamentos,
de forma a aumentar os problemas clinicos no tratamento das doencas infecciosas.
A resisténcia bacteriana é um problema de saude publica mundial crescente, além
de constituir um dos maiores obstaculos para o sucesso do tratamento das infeccdes
bacterianas, pois limita os agentes antimicrobianos disponiveis para este tratamento
(OLIVEIRA et al., 2008; OTEO; ARACIL, 2015). Muitas dessas bactérias resistentes
estdo envolvidas em infecgcbes nosocomiais, essas infecgbes sao consideradas
comuns e probleméticas devido a sua frequéncia, morbidade e mortalidade
(KOLLEF, 2008).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € uma das bactérias
gue estdo envolvidas em infec¢gdes nosocomiais e vem apresentando resisténcia a
muitos agentes antimicrobianos comumente utlizados (EFSA; ECDC, 2014). A
frequéncia das infeccbes ocasionadas por MRSA tem apresentado crescimento
continuo em ambientes hospitalares a nivel mundial (COHEN et al., 2008; ECDC,
2011). Aléem disso, o0 MRSA deixou de ser um problema exclusivo associado ao
ambiente hospitalar e estd tornando-se um problema emergente na comunidade
(GELATTI, 2009; TRAVERSA et al., 2015).

Para o tratamento das infeccOes causadas por MRSA, o antimicrobiano de
escolha é a vancomicina, entretanto, algumas pesquisas mostram o0 surgimento de
cepas bacterianas de MRSA resistentes a este farmaco (TENOVER; MOELLERING,
2009).

Assim, a busca de plantas e seus derivados com fins terapéuticos esta
crescendo nos ultimos anos em todo o mundo, principalmente com o problema da
resisténcia bacteriana. Nesse sentido, diversas pesquisas estdo sendo realizadas
com o objetivo de encontrar e avaliar novas atividades biol6gicas provenientes da
biodiversidade vegetal (SCHENKEL et al., 2003; LIMA et al., 2006; NEWMAN;
CRAGG, 2007). As plantas produzem metabdlitos secundarios que podem ter
bioatividades e valor medicinal, como antimicrobianos, antitumorais, antitromboticos,
anti-hiperlipidémicos, dentre outros (HAIDA et al., 2007; CHUNG; NAVARATNAM,;
CHUNG, 2011; MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011). Neste contexto, o Cerrado
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surge como fonte de novos compostos com atividade biolégica ou que sirvam como
modelos para novas moléculas (RODRIGUES; CARVAHO, 2001; SRINIVASAN,
2001; NETO; MORAIS, 2003).

O Cerrado é um bioma que tem sua localizagdo na regidao central do Brasil,
sendo o segundo maior bioma brasileiro, chegando a comportar uma area de dois
milhdes de km?. Relacionando em porcentagem com a area do pais, equivale a 23%
da area do Brasil (RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997). Esse bioma agrupa
uma biodiversidade rica e endémica. Os constituintes floristicos desse bioma séo
amplamente utilizados pela populagéo no tratamento de doencas (SANTOS, 2009).

Desse modo, os testes in vitro de avaliacdo da atividade antimicrobiana de
extratos de plantas podem servir como um guia para selecionar aqueles extratos
com atividade significativa como recursos potenciais para esses novos farmacos e,
portanto, como candidatos promissores para futuras pesquisas fitoquimicas e
farmacologicas (VIOLANTE et al., 2012).

Adicionalmente, a comunidade cientifica esta realizando pesquisas para
analise da interacdo entre extratos oriundos de espécies vegetais e farmacos
comerciais. Extratos de diversas plantas tém apresentado propriedades
antibacterianas, além de apresentarem a capacidade de interferir positivamente na
atividade antibacteriana de outros agentes. Essas interacbes podem ampliar o
espectro antimicrobiano, além de evitar o aparecimento de resisténcia bacteriana e
minimizar a toxicidade dos medicamentos (CHANDRA; RAKHOLIYA, 2011).
Tornando uma alternativa para o tratamento de infeccbes causadas por bactérias
multirresistentes que apresentam uma terapia limitada e dispendiosa (CELENZA et
al., 2012).

Nesse sentido, 0 presente trabalho avaliou a interacdo antimicrobiana in vitro
entre extratos de plantas do cerrado e farmacos comerciais frente a isolados clinicos
de MRSA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Resisténcia bacteriana

As bactérias sdo organismos unicelulares, procariotos e pertencem ao Reino
Monera. Elas possuem a capacidade de provocar infeccdes e alguns agentes
antimicrobianos sao utilizados para elimina-las e exterminar o processo infeccioso.
No entanto, esses seres microscépicos podem adquirir resisténcia aos agentes
antimicrobianos devido as alteracdes genéticas que podem ser originadas das
mutacdes cromossdmicas ou pela aquisicdo de plasmideos de resisténcia (BLAIR et
al., 2015). Como mecanismos de resisténcia esses micro-organismos podem impedir
a acdo dos antibidticos (Figura 1), a) bloqueando a entrada do antibiético; b)
inativando o antibidtico por acdo enzimatica; c) modificando as moléculas alvo,
impossibilitando que o antibiotico atue no seu sitio especifico e d) por efluxo do
antibidtico, de modo que impede a alta concentracdo e tempo de acao do antibiotico
(GIEDRAITIENE et al., 2011).

Figura 1 — Mecanismos de resisténcia bacteriana.

” Bomba de
Efluxo

. Antibidtico

Inativagao
Enzimatica

Antibiétg .

Antibidtico

Alteragdo do

Sitio Especifico

Impermeabilidade
da Parede Celular

Fonte: MORENO, C.; GONZALEZ, R.; BELTRAN, C. 2009, p. 186.
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Nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana constitui um problema grave,
uma vez que o aumento da resisténcia aos antibidticos nas principais bactérias
patogénicas aos humanos pde em risco a saude da populacdo (ECDC/EMEA, 2009).
A multirresisténcia bacteriana é encontrada em géneros e espécies como
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae, Haemophilus influenzae,
Stenotrophomonas spp. e Burkholderia spp., estando elas envolvidas em muitas
infecgdes nosocomiais (tabela 1) (ALEKSHUN; LEVY, 2007; DZIDIC; SUSKOVIC;
KOS, 2008). O tratamento das infec¢cdes causadas por bactérias multirresistentes
torna-se mais dificil, apresentando pior prognéstico, maior morbidade e mortalidade
comparada as infeccbes provocadas por bactérias sensiveis aos antibiéticos
(TUMBARELLO, 2007).

Além disso, as bactérias multirresistentes tém alta capacidade de
disseminacdao intra e extra-hospitalar (GLASNER et al., 2013; OTEO et al., 2013). O
custo financeiro aplicado as terapias fracassadas devido aos micro-organismos
resistentes € muito alto, onerando de forma mais intensa os sistemas publicos de
saude (DEL FIOL et al., 2010). Por esses motivos, a resisténcia bacteriana € um
grande problema para saude publica (PESAVENTO, 2007). Sendo a contencéo
desse problema uma prioridade nos sistemas de salude publica, reconhecida pelas
principais instituicbes nacionais e internacionais (WHO, 2001; OTEO; ARACIL,
2015).

Um fato importante € que, ha algumas décadas, as bactérias de importancia
clinica sdo caracterizadas ndo apenas pela resisténcia a um unico farmaco, mas,
também, pela resisténcia a multiplos antibidticos, sendo denominadas
multidrogarresistentes — MDR (EMORI et al., 1993; GIEDRAITIENE et al., 2011).

Algumas medidas podem acelerar esse processo de selecdo, nesse sentido
percebeu-se que o uso indiscriminado dos medicamentos (OLIVEIRA et al., 2008),
assim como o uso profilatico ou a prescricdo de terapia antimicrobiana prolongada
pode resultar no aumento de cepas multirresistentes em hospitais (GIEDRAITIENE
etal., 2011).
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Tabela 1 — Principais bactérias patogénicas associadas a infeccbes nosocomiais.

Patégeno

Sitios comuns de isolamento do
patégeno

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli

Sistema urinéario, feridas cirdrgicas,

sangue.

Pseudomonas sp.

Sistema urindrio, sistema respiratorio,

queimaduras.

Klebsiella sp. Sistema urinario, sistema respiratorio,
feridas cirargicas.
Proteus sp. Sistema urinario, feridas cirdrgicas.

Enterobacter sp.

Sistema urinario, sistema respiratorio,

feridas cirargicas.

Serratia sp.

Sistema urinario, sistema respiratorio,

feridas cirargicas.

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus

Pele, feridas cirargicas, sangue.

Staphylococcus epidermitis

Pele, feridas cirargicas, sangue.

Streptococcus sp.

Sistema urinario, sistema respiratorio,

feridas cirargicas.

Fonte: RESENDE, 2010.

Nota: Tabela organizada pelo autor com base nos dados informados por RESENDE,

2010.
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2.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina — MRSA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (figura 2) € uma bactéria que
possui forma esférica, sdo cocos, com cerca de 1um de didmetro, gram-positivos,
catalase positivos, anaerébios facultativos que formam arranjos semelhantes a
"cachos de uva" (HUBER; HUBER, 1989). O género Staphylococcus pertence a
familia Micrococcae, juntamente com o0s géneros Planococcus, Micrococcus e
Stomatococcus (GIAMMARINARO et al, 2005). Atualmente, o género
Staphylococcus possui 49 espécies e 26 subespécies (EUZEBY, 2014). S. aureus €
um micro-organismo que coloniza a pele de seres humanos fazendo parte da
microbiota normal. Embora, seja principalmente um colonizador inofensivo, S.
aureus pode causar infeccOes graves em seres humanos, estando muito envolvido
em infec¢bes nosocomiais (ECDC, 2011; WEIDENMAIER; GOERKE; WOLZ, 2012).

Figura 2 — Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Fonte: BIOQUEEL, [2015].

Desde a descoberta da penicilina por Flemming, este medicamento foi
utilizado para combater esse micro-organismo e eliminar o processo infeccioso.
Entretanto, com o passar dos anos S. aureus tornou-se resistente a esse antibiotico,
sendo assim a penicilina substituida pelo primeiro medicamento semissintético
produzido, a meticilina, pertencente também ao grupo dos beta-lactamicos. Contudo,

com o tempo algumas cepas foram adquirindo resisténcia a meticilina, e entdo esse
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grupo resistente foi denominado de Staphylococcus aureus resistente a meticilina —
MRSA, sendo resistentes a todos os antimicrobianos beta-lactamicos (LOW, 1998;
DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008).

Neste cenario, foi descoberto o mecanismo de resisténcia a meticilina que
esta relacionado ao desenvolvimento de uma PBP (Penicillin binding Protein)
adicional, a PBP2a, que é funcional, normalmente ndo possuindo afinidade por
antimicrobianos beta-lactamicos (GELATTI, 2009). A PBP2a é codificada pelo gene
mecA, que é carreado em um elemento genético mével chamado de Cassete
Cromossdmico Estafilococicomec (SCCmec) (CERVANTES-GARCIA; GARCIA-
GONZALEZ; SALAZAR-SCHETTINO, 2014). Este patégeno também vem
desenvolvendo outras estratégias para resistir a acdo de diversos agentes
antimicrobianos, como por exemplo, a producdo das bombas de efluxo. Estes
mecanismos foram identificados como um dos principais contribuintes para

resisténcia de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos (JOHARI et al., 2012).

Ha décadas, as infec¢des causadas por MRSA tém aumentado nos hospitais
(BOYCE, 1992; SANTOS et al., 1999; FERREIRA et al., 2013; FRAM et al., 2013).
Na atualidade, MRSA € a causa mais importante de infeccbes nosocomiais
resistentes aos antibioticos em todo o mundo (ECDC, 2011; CHEN et al., 2015). O
aumento da prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina representa
um problema sério para os pacientes internados e os seus cuidadores (COOMBS et
al., 2011), uma vez que as infec¢cbes causadas por MRSA apresentam morbidade
elevadas, resultam em internacéo prolongada e em taxas de mortalidade elevadas,
devido ao aumento da toxicidade e eficacia limitada de tratamentos alternativos
(ECDC, 2011). O tratamento tornou-se cada vez mais dificil devido ao
desenvolvimento de resisténcia a muitos agentes antimicrobianos comumente
utilizados (EFSA; ECDC, 2014).

MRSA esta muito relacionado as infecgcbes nosocomiais, contudo, as
infeccbes causadas por esta bactéria deixaram de ser um problema exclusivo
associado ao ambiente hospitalar e esta tornando-se um problema emergente na
comunidade (GELATTI, 2009). Além de infec¢des por MRSA adquiridas no hospital,

infeccbes comunitarias causadas por uma variacdo do MRSA (Community-
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associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus — CA-MRSA) tornaram-se
um problema crescente de saude publica (DELEO et al., 2011).

Para o tratamento das infec¢bes por MRSA o antimicrobiano de escolha é a
vancomicina (OLIVEIRA et al., 2000). A vancomicina é um glicopeptideo que foi
lancado pela primeira vez em 1958, e durante décadas, tem sido o pilar do
tratamento para infec¢des por MRSA (HOWDEN, 2010). O aumento da incidéncia de
MRSA tem levado ao uso extensivo deste antibidtico, de modo que esse uso
extensivo € uma das provaveis causas do surgimento de cepas de MRSA com
resisténcia a vancomicina (SUJATHA, 2012).

Dessa forma, o problema da resisténcia de algumas cepas bacterianas
promove a procura de novos agentes antimicrobianos naturais produzidos por outros
organismos, como as plantas (MULAUDZI et al., 2011; BOULEKBACHE-
MAKHLOUEF et al., 2013).

2.3 Bioma Cerrado

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, localizado na parte central do
pais (Figura 3), abrangendo cerca de dois milhdes de km? 23% da area do pais,
estando presente nos Estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, sul do
Mato Grosso, oeste de Minas Gerais, Distrito Federal, oeste da Bahia, sul do
Maranhéao, oeste do Piaui e por¢cdes do Estado de Sdo Paulo (RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997; RIBEIRO; WALTER, 2008). O clima predominante neste
bioma é o tropical sazonal de inverno seco, a temperatura medial fica em torno de
22 a 23°C, anualmente. Em geral a precipitacdo anual compreende a faixa de 1.200
a 1.800mm (KLEIN, 2002).

O Cerrado € um mosaico de vérias fitofisionomias caracterizadas por
estruturas de uma vegetacao peculiar, principalmente quando consideramos como
base o grau de cobertura arbérea (RIBEIRO; WALTER, 2008). Ele é considerado
como uma vasta savana tropical caracterizada por uma biota rica e ameacada
(NOGUEIRA et al., 2011), com elevada diversidade endémica, principalmente em
relacéo a flora (MARINHO-FILHO et al., 2010; GUARNIZO, 2016).
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A vegetacdo do Cerrado inclui uma grande diversidade biolégica de flora
(SANO et al., 2008), assim como grande diversidade de animais e fungos. Estima-se
qgue haja 160.000 espécies compondo a fauna e flora no Cerrado (DIAS, 1992;
BRASIL, 2002). O Cerrado brasileiro possui 35% de plantas endémicas, porém
poucas espécies foram estudadas quimicamente, indicando o seu potencial na
descoberta ou desenvolvimento de novos medicamentos (MYERS et al.,, 2000;
SOLORZANO et al., 2012).

Figura 3 — Area ocupada pelo Bioma Cerrado no Brasil.

Fonte: SILVA; BERSEL, [2015].

A alta diversidade de ambientes reflete numa elevada riqueza de espécies
totalizando 12.356 espécies que ocorrem espontaneamente e uma flora vascular
nativa somando 11.627 espécies (MENDONCA et al., 2008), onde aproximadamente
44% da composicao floristica desse ambiente € endémica (KLINK; MACHADO,
2005), tornando-o a savana tropical mais rica do mundo. As plantas sdo amplamente
utiizadas na medicina popular, tendo papel importante para as populacdes
humanas, uma vez que eles utilizam essas plantas para tratamento de doencas que
acometem os sistemas digestorio e respiratério (SANTOS, 2009).
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Dessa forma, percebe-se o potencial medicinal das plantas deste bioma, bem
como novos conhecimentos, novas descobertas e desenvolvimento de novas
substancias com atividade terapéutica ou com aplicagcbes tanto na tecnologia
farmacéutica quanto no desenvolvimento de fitoterdpicos eficazes (SCHENKEL et
al., 2003).

2.4 Extratos de plantas como alternativa terapéutica

O potencial de cura que as plantas possuem é percebido desde a antiguidade
e as propriedades medicinais sdo atribuidas as substancias bioativas que estédo
presentes nesses organismos. As plantas produzem uma série de compostos que
nao sao de particular importancia para o metabolismo primario, esses compostos
podem ter um efeito nocivo a outros organismos, constituindo uma forma de defesa
contra a predacdo (STEFANOVIC; COMIC, 2012).

Essas substancias geralmente sdo o0s metabdlitos secundarios,
caracteristicos de certas espécies de plantas que ocorrem como parte do seu
metabolismo normal com pouca ou nenhuma funcéo no ciclo de vida da planta. No
entanto, esses metabdlitos podem ter bioatividades e valor medicinal, como
antimicrobianos, antitumorais, antitromboticos e anti-hiperlipidémicos (MAZID;
KHAN; MOHAMMAD, 2011). A triagem de metabdlitos secundarios, proveniente de
micro-organismos, algas e plantas superiores esta fornecendo diversos compostos
bioativos com diferentes atividades farmacolégicas, incluindo antimicrobianos
(CHUNG; NAVARATNAM; CHUNG, 2011).

Com o problema da resisténcia bacteriana associada a utilizacdo de
antibidticos, o interesse em plantas com propriedades antimicrobianas cresceu
fortemente (AHMAD; MEHMOOD; MOHAMMAD, 1998; SARAIVA et al., 2013).
Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de encontrar e avaliar
novas propriedades bioldgicas provenientes da biodiversidade vegetal (LIMA et al.,
2006). Essas novas moléculas podem apresentar atividade antimicrobiana ou podem
ainda funcionar como molde para a sintese de novos farmacos antimicrobianos
(PRETORIUS; MAGAMA; ZIETSMAN, 2003; MOREILLION; QUE; GLAUSER, 2005).



26

2.5 Interacéo entre extratos vegetais e farmacos comerciais

Na atualidade, muitos estudos estdo sendo realizados com a interagcédo entre
extratos oriundos de espécies vegetais e farmacos comerciais. Extratos de diversas
plantas tém apresentado propriedades antibacterianas, além de apresentarem a
capacidade de interferir na atividade antibacteriana e uma forte tendéncia na
potencializagdo de antimicrobianos. Assim, essas interacdes podem ampliar o
espectro antimicrobiano, além de evitar o aparecimento de resisténcia bacteriana e
minimizar a toxicidade dos medicamentos (CHANDRA; RAKHOLIYA, 2011),
tornando-se uma alternativa para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias
multirresistentes, uma vez que essas bactérias apresentam uma terapia limitada e
dispendiosa (CELENZA et al., 2012).

Diversos agentes antimicrobianos oriundos das plantas podem ser menos
potentes que os farmacos, reforcando assim a necessidade de avaliar a possivel
interacdo antimicrobiana entre os compostos bioativos para combater infecgoes.
Com base nesse conhecimento, pesquisas estdo sendo realizadas utilizando
extratos vegetais brutos associados aos agentes antimicrobianos comerciais. Estas
combina¢cdes podem melhorar a eficacia dos agentes antimicrobianos comerciais e
constituem uma alternativa para o tratamento de infecgcdes causadas por micro-
organismos resistentes a multiplos farmacos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
DOBLE, 2008).

O uso de fitoquimicos torna-se interessante, uma vez que diferentemente dos
antimicrobianos sintéticos, os fitoquimicos podem apresentar menores efeitos
colaterais e possuem um grande potencial terapéutico para diversas doencas
infecciosas (HABBAL et al.,, 2011). Dessa forma, o uso de combina¢cBes de
medicamentos antimicrobianos com extratos de plantas, onde o extrato potencializa
a acao do farmaco, torna-se cada vez mais importante em aplicacdes de ordem
clinica, além de evitar o surgimento e generalizacdo de infeccbes com patdégenos
multirresistentes (SOPIRALA et al., 2010).

As pesquisas demonstram que a intera¢ao entre antimicrobianos comerciais e
extratos de plantas € eficaz. Embora diversos compostos ndo possuam uma
atividade antibacteriana significativa, eles podem ser intensificadores dos efeitos dos

antibidticos através do sinergismo, mesmo que eles ndo possuam qualquer
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propriedade antibacteriana quando testados sozinhos (ABREU; MCBAIN; SIMOES,
2012). Torna-se importante ressaltar, que o custo do desenvolvimento de um novo
agente antimicrobiano é muito maior quando comparado ao custo de encontrar uma
combinacdo entre farmacos e extratos, sendo este um fator que também justifica a
pesquisa de farmacos que tenham efeito potencializador dos medicamentos
(LAMBERT et al., 2003).

Assim, a terapia de combinacdo de farmacos € uma alternativa mais eficaz
para o tratamento de infec¢cdes provocadas por micro-organismos resistentes ou até
mesmo para evitar o aparecimento de resisténcia bacteriana (DRAGO et al., 2007;
MCCONEGHY et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a interagdo in vitro entre extratos de plantas do Cerrado e farmacos
comerciais frente a isolados clinicos de Staphyloccocus aureus resistentes a

meticilina.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter os isolados clinicos de Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina;

e Obter os extratos de plantas do Cerrado;

e Avaliar a interagdo in vitro entre extratos de plantas do Cerrado e farmacos
comerciais (ciprofloxacina, levofloxacina e eritromicina) frente a isolados

clinicos de Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta do material botéanico e preparacao dos extratos

A coleta do material botanico (casca e folha da Planta A e folha da Planta B)
para a preparacdo das exsicatas e producdo dos extratos foram realizadas no
periodo de abril de 2012 cidade de Palmas, Estado de Tocantins (10°10'58.45" S e
48°17'33.75" 0O), sob a responsabilidade de membros do Laboratério de
Etnobotanica Aplicada (LEA-UFRPE) e do Laboratério de Produtos Naturais
(LAPRONAT - UFPE). As partes vegetais coletadas no bioma Cerrado foram secas
em estufa com circulacdo de ar e temperatura média de 40 + 2 °C. Em seguida
foram pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye e padronizadas em
tamises, obtendo-se granulometria de 1 mm (16 Mesh). Os extratos foram
preparados por maceracdo com etanol por 24 horas, na propor¢ao de 1:20 (p/v).
Apés a maceracdo, o material foi filtrado em papel-filtro e evaporado sob presséo
reduzida a temperatura de 40 £ 2 °C até a producéo de um extrato seco (ARAUJO et
al., 2012).

4.2 Obtencéo dos isolados clinicos

Os isolados clinicos bacterianos com perfil de resisténcia utilizadas nesta
pesquisa foram gentilmente fornecidos pelo Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco através de uma colaboracéo ja estabelecida. Os isolados
clinicos recebidos foram submetidos a testes para confirmacdo da espécie das
cepas (Staphyloccocus aureus) através da coloracéo de Gram, do semeio em Agar
Sangue e em Manitol, e teste da catalase e coagulase, assim como o perfil de

resisténcia foi comprovado através do teste de disco-difusao.

4.3 Avaliacdo da interacdo in vitro dos extratos de plantas do Cerrado e

farmacos comerciais

A interacdo antimicrobiana entre os extratos e os farmacos padrdes foi

avaliada através do método Checkerboard (AN et al., 2011). Diluicbes pré-definidas
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dos extratos, assim como dos farmacos padrées foram realizadas e 100uL de cada
mistura foi adicionada em placas de 96 poc¢os obtendo uma concentracao final igual
a Concentracao Inibitéria Minima — CIM, dos extratos e dos farmacos padrbes. Cada
poco recebeu 5uL de suspensdo microbiana e as placas foram incubadas e apés
24h foi observado o valor de CIM dos extratos combinados com os farmacos. O
calculo do valor de FICI - indice da concentracao inibitoria fracionada (figura 4) foi
realizado pela formula: (CIM da molécula em combina¢éo com farmaco padrao/ CIM
da molécula) + (CIM farmaco padrdo em combinagcdo com a molécula/ CIM do
farmaco padrédo). A combinac@o foi considerada sinérgica, aditiva, indiferente e

antagonica conforme as informagdes na (Tabela 2) (AN et al., 2011).

Figura 4 — Férmula para o calculo do valor da concentracdo inibitoria fracionada
(FICI).

Z FIC - PICA + PICB - CMI‘.EE:ICI\I'IIA'F CI‘\I'IIBA:ICI\"IIE
Fonte: AN et al., 2011.

Tabela 2 - Classificacdo das interacdes baseada no indice da concentracéo

inibitéria fracionada (FICI).

indice Da Concentracéo Inibitéria Fracionada

Valor de FICI Efeito da Interacéo
<0,5 Sinérgica
0,55 FICI =1 Aditiva
1<FICI<2 Indiferente
FICI 2 2-4 Antagonica

Fonte: AN et al., 2011.
Nota: Tabela organizada pelo autor com base nos dados informados por AN et al.,
2011.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Staphylococcus aureus é um patdégeno reconhecido h4 muito tempo por ser
capaz de desenvolver resisténcia aos farmacos, prolongando o tempo de tratamento
do paciente, aumentando a taxa de morbidade e mortalidade e os custos financeiros
associados a manutencdo e tratamento do paciente nos hospitais (PANTOSTI,
2012). Essa bactéria € um dos patégenos mais importantes em infeccdes
hospitalares, havendo grande interesse em estudos relacionados a avaliacdo da
atividade antibacteriana de novos compostos oriundos de espécies vegetais.
Associado ao problema das infec¢des hospitalares, esse micro-organismo possui a
alta capacidade no desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos (FARIA et
al., 2005). Nos dias atuais, MRSA € a causa mais importante de infeccbes
nosocomiais resistentes aos antimicrobianos a nivel mundial. As infeccOes
provocadas por este patdgeno vém aumentando nos hospitais ao longo dos anos e
esse aumento representa um problema sério para 0s pacientes internados,
debilitados e seus prestadores de cuidados (COOMBS et al., 2011; FERREIRA et
al., 2013; CHEN et al., 2015). Os pesquisadores buscam novas opc¢oes terapéuticas

para o tratamento destas infecgdes.

Nesse sentido, a descoberta de plantas com acao antibacteriana torna-se um
dos primeiros passos na procura de novas moléculas bioativas com atividade
antimicrobiana (GARCIA et al., 2011). A tradicdo do uso de plantas medicinais para
cura de doencas necessita de mais estudos para obtencdo de fundamentos
cientificos para a comprovacao de sua eficacia (CHAH et al., 2006), uma vez que
muitas plantas medicinais demonstram o potencial para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos sejam sozinhas ou na potencializacdo de outros antimicrobianos
usados na clinica (DESOTI et al., 2011).

Assim, a terapia que associa medicamentos antimicrobianos com extratos in
vitro torna-se cada vez mais importante em aplicacdes na terapéutica clinica.
Portanto, a combinacdo de farmacos torna-se uma alternativa mais eficaz no
tratamento de infeccbes provocadas por bactérias multirresistentes, assim como,
para evitar a resisténcia bacteriana (SOPIRALA et al., 2010; MCCONEGHY et al.,
2013).
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Nesse estudo foi possivel verificar a existéncia de interacdo entre os extratos
de plantas do Cerrado e farmacos comerciais. A interacdo foi sinérgica entre os
extratos do Cerrado com eritromicina e a interacdo foi aditiva com ciprofloxacina e

com levofloxacina.

Para a interacdo entre CIP e os extratos de plantas do Cerrado foi encontrado
FICI = 0,52 e 1, indicando para todos os extratos testados com CIP a interacao
aditiva (Tabela 3). Para a interagéo entre LEV e os extratos de plantas do Cerrado
foi encontrado FICI = 0,50 e 0,52, indicando para todos os extratos testados com
LEV a interagédo aditiva (Tabela 3). Para a interacdo entre ERI e os extratos de
plantas do Cerrado foi encontrado FICI = 0,19, 0,27 e 0,38, indicando para todos os
extratos testados com ERI a interacdo sinérgica (Tabela 3).

Sabendo de todos esses beneficios proporcionados pela terapia da interacéo
dos farmacos comerciais com os extratos vegetais, muitos estudos nos ultimos anos
estdo sendo desenvolvidos. Amin et al. (2015) mostram a interacdo entre as
moléculas presentes nos extratos vegetais com os farmacos comerciais resultam em
potencializacdo da acdo desses antibiéticos assim como foi evidenciado em nossa

pesquisa.

Fernandes et al. (2012) num estudo realizado com farmacos, incluindo
ciprofloxacina, associada a extratos de Psidium guineense frente a isolados de
MRSA demonstraram interacdo sinérgica (FICI = 0,25 e 0,50), indicando esse
extrato como forte potencializador da acdo desses antimicrobianos. No nosso estudo
também observamos uma interacdo positiva de CIP com os extratos do cerrado

(interacdo aditiva).

Jang-Gi Choi et al. (2014) em suas pesquisas demonstraram que a
combinacgéo do extrato etandlico de Sami-Hyanglyun-Hwan (SHHE) (combinacéo de
extratos das ervas Coptidis rhizoma, Rhei rhizoma e Aucklandiae radix) com
ciprofloxacina foi sinérgica para MRSA ATCC 33591 (FICI = 0,37) e frente aos
isolados clinicos de MRSA o efeito foi aditivo (FICI = 0,51 e 0,62). Estando
consoante com nosso estudo que encontrou interacdes aditivas para CIP e os
extratos de plantas do Cerrado frente a MRSA. Sugerindo, dessa forma, que o
bioma brasileiro apresenta plantas com potencial terapéutico, assim como, as

plantas dos biomas de outros paises.



Tabela 3 - Interacdo in vitro entre extratos de plantas do Cerrado com antibiéticos farmacos comerciais

levofloxacina e eritromicina) frente a isolados clinicos de MRSA.

33

(ciprofloxacina,

Farmaco Farmaco Farmaco
padréo + padréo + padréo +
Isolados FICI Interacéo Isolados . .
Extrato Extrato FICI Interagdo  Extrato Isolados FICI Interacao
CIP + Extrato LEV + ERI +
da Planta A LMB 1 0,52 Aditiva Extrato da LMB 1 0,50 Aditiva Extrato da LMB 1 0,19 Sinérgica
(casca) LMB2 0,52 Adiiva ~ T@MaA B2 050 Adiva  DA™@A L vB2 0,19  Sinérgica
(casca) (casca)
LMB 4 0,52 Aditiva LMB 4 0,50 Aditiva LMB 4 0,19 Sinérgica
LMB 7 0,52 Aditiva LMB 7 0,50 Aditiva LMB 7 0,19 Sinérgica
LMB 8 0,52 Aditiva LMB 8 0,50 Aditiva LMB 8 0,19 Sinérgica
CIP + LMB 1 0,52 Aditiva LEV + LMB 1 0,52 Aditiva ERI + LMB 1 0,27 Sinérgica
Fragéo do LMB 2 0,52 Aditiva Fragéo do LMB 2 0,52 Aditiva Fragéo do LMB 2 0,27 Sinérgica
Extrato da N Extrato da N Extrato da o
LMB 4 0,52 Aditiva LMB 4 0,52 Aditiva LMB 4 0,27 Sinérgica
Planta A Planta A Planta A
(casca) LMB 7 0,52 Aditiva (casca) LMB 7 0,52 Aditiva (casca) LMB 7 0,27 Sinérgica
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CIP + Extrato
da Planta A
(folha)

CIP + Fracéo
do Extrato da
Planta A
(folha)

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

0,52

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

LEV +
Extrato da
Planta A
(folha)

LEV +
Fracéo do
Extrato da

Planta A

(folha)

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

0,52

0,50

0,50

0,50

0,50

0,50

0,52

0,52

0,52

0,52

0,52

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

Aditiva

ERI +
Extrato da
Planta A
(folha)

ERI +
Fracéo do
Extrato da

Planta A

(folha)

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

LMB 1

LMB 2

LMB 4

LMB 7

LMB 8

0,27

0,38

0,38

0,38

0,38

0,38

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

Sinérgica

Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica

Sinérgica

Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica

Sinérgica
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CIP + Extrato LMB 1 1 Aditiva LEV + LMB 1 0,52 Aditiva ERI + LMB 1
da Planta B Extrato da Extrato da

(folha) LMB 2 1 Aditiva Planta B LMB 2 0,52 Aditiva Planta B LMB 2

LMB 4 1 Aditiva (folha) LMB 4 0,52 Aditiva (folha) LMB 4

LMB 7 1 Aditiva LMB 7 0,52 Aditiva LMB 7

LMB 8 1 Aditiva LMB 8 0,52 Aditiva LMB 8

CIP + Fragéo LMB 1 1 Aditiva LEV + LMB 1 0,52 Aditiva ERI + LMB 1
Extrato da Fracdo Fracdo

Planta B LMB 2 1 Aditiva Extrato da LMB 2 0,52 Aditiva Extrato da LMB 2

(folha) LMB 4 1 Aditiva Planta B LMB4 052 Aditiva Planta B LMB 4
(folha) (folha)

LMB 7 1 Aditiva LMB 7 0,52 Aditiva LMB 7

LMB 8 1 Aditiva LMB 8 0,52 Aditiva LMB 8

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica

Sinérgica

Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica
Sinérgica

Sinérgica

Legenda: LMB = Laboratério de Microbiologia; CIP = Ciprofloxacina; LEV = Levofloxacina; ERI = Eritromicina.

Fonte: Campos, L. A. A., 2015.
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Adikwu, Jackson e Esimone (2010) testaram a associacao in vitro de ERI com
o extrato de folhas de Euphorbia hirta frente a isolados clinicos de S. aureus sem
perfil de resisténcia, sendo demonstrado efeito aditivo e indiferente (FICI = 0,55 a
1,5) diferentemente de nossa pesquisa, onde apenas foram obtidas interacdes
sinérgicas, demonstrando assim que existe uma interacdo melhor de ERI com os

extratos das plantas do Cerrado.

Em 2015, Santos et al. pesquisaram e perceberam que a associagdo entre
extrato de Indigoferas uffruticosa com ERI frente a S. aureus sem perfil de
resisténcia resultou em um efeito sinérgico (FICI = 0,2 a 0,4), aditivo (FICI = 0,5 a
0,9) e indiferente (FICI = 1,2 e 1,7), tendo uma maior propor¢cdo o efeito aditivo,
seguido do efeito sinérgico e indiferente.

Pode-se afirmar que os extratos de plantas do Cerrado tém uma melhor
capacidade potencializadora do efeito dos antimicrobianos comerciais quando
comparado aos extratos utilizados por Adikwu, Jackson e Esimone (2010) e Santos
et al. (2015), evidenciando a forte interacdo e modulacdo positiva da atividade
antimicrobiana dos extratos de plantas do Cerrado com eritromicina para cepas de

Staphylococcus aureus.

Oliveira et al. (2011) evidenciaram a atividade sinérgica da interacdo entre
alguns antimicrobianos comerciais, incluindo a eritromicina, com o extrato etanodlico
de casca de Mangifera indica L. (planta do bioma Floresta Atlantica) frente a
isolados clinicos de MRSA. A pesquisa demonstrou maior inibicdo desse micro-
organismo quando adicionado ERI ao extrato, revelando resultado similar quando
comparado a nossa pesquisa, evidenciando que o Bioma Cerrado tem um potencial
terapéutico bom quando comparado a outros biomas, como o bioma Floresta

Atlantica.

Silva et al. (2013) pesquisaram a interacao in vitro existente entre extratos de
Anadenanthera colubrina, Libidibia ferrea, Pityrocarpa moniliformis, plantas do bioma
Caatinga, com ERI frente a Staphylococcus aureus, sem nenhum perfil de
resisténcia, e foi observado para Anadenanthera colubrina efeito indiferente (FICI =
1,20 e 3,40), aditivo (FICI = 0,77 e 0,95) e sinérgico (FICI = 0,18 a 0,32). Para as
interac6es com Libidibia ferrea foi observado efeito indiferente (FICI = 1,09 e 1,40),
aditivo (FICI = 0,59 a 0,74) e sinérgico (FICI = 0,20 a 0,47). Nas interagbes com
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Pityrocarpa moniliformis foi observado efeito indiferente (FICI = 1,25), aditivo (FICI =
0,50 e 0,97) e sinérgico (FICI = 0,20 a 0,46). Analisando os resultados das
interacOes das plantas da Caatinga e comparando com os resultados das plantas do
Cerrado combinadas a ERI percebemos que o bioma Cerrado possui uma melhor
atividade como potencializadora dos efeitos desse farmaco. Sugerindo-nos que o0s
vegetais do bioma Cerrado possuem um potencial terapéutico melhor que os
vegetais do bioma Caatinga.

Garvey et al. (2011) estudaram a interacdo in vitro de CIP e de ERI com
extratos de Melissa officinalis e Levisticum officinale frente a bactérias gram-
negativas. O extrato de L. officinale com CIP demonstrou efeito sinérgico frente a
essas bactérias enquanto que o extrato de L. officinale com ERI demonstrou efeito
pouco sinérgico comparando ao farmaco sozinho. Com o extrato de M. officinalis
com CIP foi observado efeito sinérgico e nao foi observado nenhum efeito sinérgico
com ERI. Atteiaa e Husseinb (2014) demonstraram através de estudos que o0s
extratos aquosos de Syzygium aromaticum, Commiphora molmol e Allium sativum
nao tiveram um efeito sinérgico com LEV e ERI e nem efeito inibitorio frente a
Klebsiella pneumoniae. Com os extratos etandlicos das trés espécies foi observado
efeito sinérgico dos trés extratos com LEV e ERI frente a Klebsiella pneumoniae.
Sugerindo, dessa forma, que os farmacos testados neste estudo podem ser
utilizados no tratamento de infec¢cbes para bactérias gram-negativas e gram-

positivas.

Atteiaa e Husseinb (2014) em seus estudos revelaram que o0s extratos
aquosos de Syzygium aromaticum e Allium sativum tiveram um efeito sinérgico com
LEV e ERI, diferentemente Commiphora molmol demonstrou um efeito néo
sinérgico. Com o0s extratos etandlicos das trés espécies foi observado efeito
sinérgico com LEV e ERI frente a Staphylococcus aureus, consoante com nosso
estudo, onde obtivemos apenas interacfes positivas para LEV e ERI. Demonstrando
gue ERI e LEV sao farmacos indicados para o tratamento de infec¢des provocadas

por bactérias gram-positivas, em especial S. aureus.

Olajuyigbe e Afolayan (2012) testaram a interacdo do extrato metandlico de
Acacia mearnsii (planta do Bioma Floresta Atlantica) com diversos farmacos

comerciais, incluindo eritromicina e ciprofloxacina frente a diferentes espécies
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bacterianas. Frente a S. aureus (ATCC 6538), para ERI foi revelado efeito aditivo
com FICI = 0,75, e para CIP com FICI = 4,5, efeito antagonico. Diferentemente do
nosso estudo, ERI obteve efeito sinérgico e CIP obteve interacdo aditiva, revelando
gue o bioma Cerrado tem um melhor potencial para tratamento de infecgbes
causadas por cepas de S. aureus.

Elbashit, ElImanama e Masad (2011) mostraram que houve um efeito
sinérgico na interacdo do extrato bruto etandlico e das fracdes de extratos etandlicos
da raiz e semente de Cakile maritima, extrato bruto de Mesembryanthemum
crystallinum, do caule de Marrubium vulgare, das folhas de Atriplex halimus e de
Withania somnifera (plantas de Portugal) com vérios antibidticos, incluindo
eritromicina frente a MRSA. As pesquisas estdo consoantes com 0 nosso estudo,
uma vez que também observamos interacdo sinérgica entre fracdes dos extratos

com eritromicina frente a MRSA.

A atividade antimicrobiana de CIP, LEV e ERI é potencializada quando
associados ao extrato bruto de plantas, bem como as fracbes de folha e casca. A
combinacdo de extratos ou de fragbes das plantas com os farmacos é uma opcao
terapéutica para o tratamento de infec¢bes por MRSA. Dessa forma, nossa pesquisa
revelou as interacdes positivas entre os farmacos e os extratos testados, enfatizando
a superioridade das plantas do Cerrado em interagir com o0s antimicrobianos

comerciais potencializando seus efeitos.
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6 CONCLUSAO

Os isolados clinicos de Staphyloccocus aureus resistente a meticilina foram
obtidos e seu perfil de resisténcia foi confirmado. Os extratos das cascas e folhas
das plantas do cerrado foram obtidos. Nos resultados da avaliagdo da interagéo
entre os extratos etandlico das plantas do cerrado e dos farmacos comerciais
indicam que estes extratos possuem potencial terapéutico, pois séo fortes
potencializadores do efeito dos farmacos comerciais ciprofloxacina, levofloxacina e
principalmente a eritromicina frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistente & meticilina. Desse modo, este trabalho possui relevancia para
comunidade cientifica e para sociedade devido a possibilidade de desenvolvimento
de novas opcdes terapéuticas para o tratamento de infec¢cbes causadas por MRSA
uma vez que a terapia de combinacdo constitui uma opcdo em ascensdo para o
tratamento de infec¢cdes provocadas por bactérias resistentes a antimicrobianos,
principalmente infec¢des causadas por MRSA. No entanto, mais pesquisas devem
ser realizadas para analisar in vivo o efeito da terapia de combinacdo de extratos e

farmacos comerciais.
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