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RESUMO

A acentuada resisténcia bacteriana gera uma
necessidade de desenvolver novos firmacos e a pesquisa
com plantas medicinais, como fontes de substincias
bioativas vém sendo um indicativo para descoberta
de eficientes agentes terapéuticos. Microrganismos
do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos,
que podem causar supuracdes, abscessos e diversas
infeccdes piogénicas em humanos e animais. Assim,
o0 objetivo deste trabalho foi analisar a atividade
moduladora de extratos de plantas medicinais do
género Spondias frente a Staphylococcus aureus
resistentes a eritromicina. A concentracio inibitoria
minima e a capacidade de modular a resisténcia das
cepas de S. aureus a Eritromicina foram avaliadas pelo
método de microduluicio. Os resultados mostraram
que a associacdo de eritromicina com Spondias purpurea
apresentou efeito sinérgico sobre as cepas SA04 e
SA05. Enquanto que a Spondias mombin apresentou
sinergismos sobre a ATCC, SA01, SA03 e SA0S5. O
bioensaio com 4. salina demonstrou que S. purpurea
e S. mombin, apresentaram em CL_ 1000 e 482,5 pg/
mL, respectivamente. Os resultados sio promissores e
sugerem que os extratos de espécies do género Spondias
possuem potencial como agentes moduladores de
resisténcia bacteriana.
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INTRODUCAO

O aumento da resisténcia bacteriana a antibidticos
¢ um problema que afeta a populagdo em geral e preocupa
profissionais de diversas areas, representando maior
mortalidade por infecg¢des, aumento do custo de tratamento
e um desafio para o manejo clinico (Matias et al., 2010).
Sdo denominados como resistentes 0s microrganismos
capazes de crescer na presenga de concentragdes de um ou
mais antibioticos que normalmente interfeririam nas suas
fun¢des de crescimento (Oliveira & Silva, 2008). Algumas
iniciativas para resolver esse problema tém sido tomadas,
no sentido de regularizar o uso de antimicrobianos, conter
a disseminacdo de cepas resistentes ¢ pesquisar formas de
combater estes microrganismos (Oliveira & Silva, 2008).

As plantas medicinais sdo largamente utilizadas
pela populag@o para o tratamento de infecgdes, e isto tem
chamado a ateng@o de diversos nucleos de pesquisa para
o estudo dessa atividade, visando o isolamento de novas
moléculas com atividade antibacteriana, ou a otimizagdo
do uso dessas plantas (Silva ef al., 2012). O uso de extratos
vegetais para a modulagdo da resisténcia bacteriana a
antimicrobianos tem sido estudado, obtendo-se resultados
promissores (Coutinho et al., 2012; Matias et al., 2012).

A familia Anacardiaceae é composta de 77 géneros
e cerca de 600 espécies, conhecidas por apresentarem
frutos comestiveis, em sua maioria, na forma de drupas.
O género Spondias pertence a esta familia, apresentando
18 espécies de plantas distribuidas nas regides tropicais do
planeta (Min Tianlu & Barfod, 1980). Spondias purpurea
L., conhecida popularmente como Seriguela, ¢ uma planta
nativa da América Central, geralmente encontrada no
Meéxico, Guatemala, Caribe e na regido nordeste do Brasil,
sendo popularmente utilizada por seu valor alimenticio e
por suas propriedades medicinais (Albuquerque et al., 2007,
Cartaxo et al., 2010; Augusto et al., 2012; Gachet et al.,
2010). Em estudos recentes, foram relatadas a utilizagao de
S. purpurea no tratamento de infec¢des bucais e de caries
¢ a atividade inibitéria de seu extrato sobre Streptococcus
mutans (Rosas-Pifion et al., 2012).
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A espécie Spondias mombin L., conhecida
popularmente como cajia, ¢ encontrada em regides
tropicais da Africa, Asia e América, sendo que no Brasil
ocorrem, especialmente, na regido norte ¢ nordeste
(Sacramento & Souza, 2000). As folhas e caule desta
planta exibiram atividade antiviral pronunciada contra
Coxsackie B2 e virus herpes simplex 1 (Corthout et al.,
1991). No estudo da atividade antibacteriana dos extratos
de S. mombin verificou-se acdo inibitdria dos extratos
em todas as concentragdes testadas, principalmente sobre
Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus
e Streptococcus sp (Medeiros et al., 2012).

Diante disso, este estudo teve como objetivo
investigar a atividade moduladora dos extratos de S.
purpurea L e S. mombin frente a S. aureus em relagdo ao
seu perfil de resisténcia a eritromicina, assim como avaliar
indicio de toxicidade através do ensaio com Artemia salina.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e Preparagdo dos Extratos

As folhas de S. purpurea e S. mombin foram
coletadas na regido semiarida do estado da Paraiba, sendo
as exsicatas confeccionadas e depositadas no herbario
Arruda Camara da Universidade Estadual da Paraiba,
sob os numeros ACAM 000128 ¢ ACAM 000434,
respectivamente. O material vegetal foi seco em estufa de
circulacao de ar a 40 + 1 °C e, posteriormente, pulverizado
em moinho de facas, com granulometria de 10 mesh. Os
pos das plantas (100g) foram submetidos a extracdo com
etanol 96% por percolagdo durante cinco dias, seguida de
concentragdo em evaporador rotativo a 40°C, obtendo-se
os extratos etanolicos brutos.

Teste de susceptibilidade microbiana e determinagdo
da concentragdo inibitoria fracionada

Os extratos vegetais foram testados em isolados
clinicos de Staphylococcus aureus (SA01, SA02, SA03,
SA04, SA05, SA06) resistentes a eritromicina ¢ em cepa
ndo resistente (ATCC 25923). Os microrganismos foram
cultivados em agar Mueller Hinton a 37 °C £+ 1 °C durante
24 horas e mantidas em tubos de ensaio contendo agar BHI.
A determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
foi realizada pelo método de microdilui¢do, de acordo
com os procedimentos recomendados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os indculos
foram padronizados em tubos contendo 5 mL de solugdo
salina a 0,9% esterilizada. A suspensdao microbiana foi
ajustada, utilizando um espectrofotdmetro, Shimadzu, com
comprimento de onda de 625 nm, o que equivalente a 10°
UFC/mL. Cem microlitros de cada extrato foram diluidos
em série com caldo Mueller Hinton esterilizado em uma
placa de 96 pogos para cada cepa estudada. Dez microlitros
do inodculo de cada microrganismo foram adicionados
em todos os pogos em suas respectivas placas. As placas
foram incubadas a 37 ‘C = 1 °C e o crescimento bacteriano
foi indicado pela adicdo de 20 puL da solucdo aquosa de
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resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01% com a posterior
incubagdo a 37 °C = 1 °C. Bactérias viaveis reduzem o
corante mudando sua coloragdo azul para rosa e a CIM
foi definida como a menor concentragdo da substancia que
inibiu a mudanga de coloragdo da resazurina. O etanol 96%
foi usado como controle negativo.

No ensaio de modulagdo da resisténcia, a CIM do
antibidtico foi definida na presenca de uma concentragao
sub-inibitéria dos extratos (CIM/8). O calculo da
Concentragao Inibitoria Fracionada (CIF) foi realizado
para obter um coeficiente que indicasse se a associagdo dos
extratos com o antibidtico produziu efeito sinérgico (FIC
< 0,5), indiferente (4,0 > CIF > 0,5) ou antagonista (FIC
> 4,0) de acordo com a férmula descrita por Mackay e al.
(2000).

CIM do antibiotico em combinacdo com o extrato
CIM do antibigtico isolado

CIF =

Bioensaio com Artemia salina

Neste teste, 50 g de ovos de A. salina foram
incubados em agua do mar (pH 8 £ 0,5 ¢ 28 °C), em
presenca de luz artificial durante 24-36 horas para a eclosio
das larvas. Apds incubagdo, as larvas foram transferidas
para tubos contendo diferentes concentragdes dos extratos
(2000, 1500, 1000, 500, ¢ 250 pg/ml), além do grupo
controle. Os tubos foram incubados durante 24 horas sob
luz artificial e em seguida, as larvas sobreviventes foram
contadas para determinagdo da CL,, usando o método de
Probit. Os testes foram feitos em triplicata. Como medida
da toxicidade extrato, o valor CL, inferior a 1000 pg/ml é
considerado bioativo (Meyer ef al., 1982).

RESULTADOS

Os resultados descritos na tabela 1 mostraram que
os extratos apresentaram atividade antimicrobiana em
todas as cepas testadas, sendo que o extrato de S. mombin
foi considerado o mais efetivo com CIM de 1,04 mg/mL.

Ao observar os valores da CIM combinada, constata-
se que a associacdo de eritromicina e S. purpurea apresentou
dosagens significativamente menores sobre as cepas SAO1,
SA04, SA05 e SA06, quando comparadas ao antibidtico ou
ao extrato vegetal quando testados isoladamente.

E também importante destacar que a CIM da
eritromicina apresentou valores bastante elevados, sendo, na
maioria dos casos, maiores que os dos extratos. Entretanto,
esses valores foram reduzidos substancialmente, quando o
antibiotico foi associado a um dos dois extratos testados.

A associacdo de eritromicina com S. purpurea
apresentou efeito sinérgico sobre as cepas SA04 ¢ SA0S,
sendo a redu¢do mais acentuada sobre a primeira, cuja
CIM foi reduzida de 26,04 para 1,46 mg/mL (CIF = 0,06).
Enquanto que, no extrato de S. mombin foi observado efeito
sinérgico sobre quatro cepas testadas 25923, SAO1, SA03
e SAO0S5. A reducdo mais expressiva ocorreu sobre a cepa
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Tabela 01: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos de Spondias purpurea L. e Spondias mombin L, isolados

e em associagdo com eritromicina, sobre cepas de S. aureus.

CIM (mg/mL)

Microrganismos CIF Interpretacao
ERI EB Combinada

Spondias purpiirea
25923 0,01 8,33 0,02 2,29 Indiferente
SA01 83,33 66,65 42,32 0,51 Indiferente
SA02 0,60 66,65 1,21 2,01 Indiferente
SA03 42,32 16,66 21,49 0,51 Indiferente
SA04 26,04 33,33 1,46 0,06 Sinérgico
SA05 20,83 11,66 9,11 0,44 Sinérgico
SA06 3,90 33,33 2,60 0,67 Indiferente

Spondias mombin
25923 0,01 1,04 0,00 0,38 Sinérgico
SA01 83,33 1,04 41,67 0,50 Sinérgico
SA02 0,60 1,04 2,40 4,00 Indiferente
SA03 42,32 1,04 13,01 0,31 Sinérgico
SA04 26,04 8,33 31,25 1,20 Indiferente
SA05 20,83 1,04 10,42 0,50 Sinérgico
SA06 3,90 1,04 3,90 1,00 Indiferente

ERI: Eritromicina; EB: Extrato Bruto; CIF: Concentragdo Inibitoria Fracionada

SA03, a qual mostrou que a CIM foi reduzida de 42,32 para
13,01 mg/mL (CIF = 0,31).

Os resultados do bioensaio com A. salina
demonstraram que S. purpurea e S. mombin, apresentaram
em CL, 1000 e 482,5 pg/mL, respectivamente.

DISCUSSAO

A inibi¢do do crescimento bacteriano pelo extrato
vegetal pode ter varias explicagdes, como por exemplo, as
acdes do conjunto de metabdlitos secundarios presentes na
planta. Como relatam Cowan, (1999) Kim et al., (2004) e
Fabri & Costa (2012), compostos fenolicos como taninos
podem ser toxicos para microrganismos devido a inativagao
de enzimas e proteinas transportadoras da parede celular.
Enquanto, os flavonoides podem se complexar com
proteinas extracelulares e interferir na expressdo de genes.
Ja, os flavonoides lipofilicos podem romper a membrana
plasmatica microbiana.

Os compostos citados acima, assim como uma
ampla variedade de outros compostos, sdo metabdlitos
secundarios que podem ser produzidos por plantas em
resposta a fatores de agressdo, como organismos patogenos
(virus, bactérias, fungos, entre outros) (Becho ef al., 2009).

Em estudos da composi¢ao dos metabolitos
secundarios de S. purpurea, foram identificados, dentre
outros compostos, polifendis (como o acido galico) e
flavondis (diversos glicosideos de quercetina) (Engels et
al., 2012). Ao passo que, Njoku et al, (2007) através de
uma triagem fitoquimica de S. mombin, mostraram que suas
folhas contém alcaldides, flavonoides, taninos, saponinas e
compostos fenolicos.
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Mesmo apresentando substdncias que possuem
atividade antimicrobiana reportada, os extratos de S.
purpurea e S. mombin ndo apresentaram tal atividade de
maneira relevante de acordo com Rios & Recio (2005), os
quais preconizam que para que um extrato seja eficiente,
sua CIM deve ser menor que 1mg/mL.

Em estudos que buscaram avaliar a eficacia
antimicrobiana das referidas plantas, porém com a
utiliza¢do de outras técnicas, foram encontrados resultados
positivos para S. mombin contra diversas cepas, entre
elas S aureus, Enterococcus faecalis Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhosa, Shigella
dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Bacillus megaterium e B. subtilis (Céaceres et al., 1995;
Abo et al., 1999; Atindehou et al., 2002). Os resultados
positivos exibidos por S. purpurea foram principalmente
contra enterobactérias (Caceres ef al., 1990, 1993).

Embora a atividade antimicrobiana dos extratos
testados neste estudo ndo tenha sido considerada
significativa, quando associados a eritromicina, tais
extratos proporcionaram a redugao da CIM sobre cepas de
S. aureus.

O uso de produtos vegetais associados com outros
produtos naturais ou outros antibidticos sintéticos ¢ bem
documentado. Essa associagdo tem mostrado que alguns
extratos de plantas tém atuado de maneira sinérgica com o
antibiotico utilizado, o que resulta em uma melhor atividade
antimicrobiana contra varias cepas multirresistentes (Aqil
et al., 2006; Coutinho ef al., 2009a, b, 2010a, b; Figueiredo
et al.,2013; Ncube et al., 2011; Sato et al., 2004).

Metabolitos secundarios de plantas sdo boas
fontes de substancias para terapia combinada, podendo
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seus mecanismos de acdo estarem relacionados com o
aumento da permeabilidade da membrana celular externa
(Hemaiswarya et al., 2008), inibicdo de modifica¢des
do sitio ativo do farmaco (Hegde et al. 2004), inibi¢ao
da bomba de efluxo (Roccaro et al., 2004) ou evitando
a inativagdo do antibidtico através de degradagdo ou
modificagdo enzimatica (Wright, 2005).

Osextratosde S. mombine S. purpurea possivelmente
agiram conforme os mecanismos de acdo relacionados com
o sitio ativo ou modificagdo enzimatica, considerando
que a cepa testada neste estudo ¢ Gram positiva, ja que
segundo Tenson ef al., (2003) ¢ Guimaraes ef al., (2010),
a eritromicina se liga a subunidade ribossomal 50S e
causa a dissociacdo da peptidil-RNAt durante a tradugao,
bloqueando o caminho pelo qual peptideos em formacao
deixam o ribossomo.

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma escala
de concentragdo letal (CL,)) com base na toxicidade das
substancias para as larvas de 4. salina . De acordo com a
escala, valores de CL,, < 500 pg/mL indicam toxicidade,
CL,, entre 500 e 1000 pg/mL denotam toxicidade
moderada, enquanto CL,; > 1000 pg/mL sugere auséncia
de toxicidade. Enquadrando os extratos de S. purpurea
e S. mombin nessa escala, constata-se que o primeiro
apresentou toxicidade moderada, enquanto o segundo pode
ser considerado toxico.

CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro relato de atividade moduladora
de antibidticos por extratos obtidos de espécies do género
Spondias. Tais resultados indicam que S. mombin e S.
purpurea podem vir a ser uma fonte de produtos naturais
com potencial para modificar a atividade de antibioticos,
podendo atuar como adjuvantes na terapia antimicrobiana.
Entretanto, os resultados do bioensaio com A. salina
sugerem toxicidade nos extratos. Dessa forma, ¢ necessaria
arealizacdo de novos estudos que determinem o mecanismo
de acdo desses produtos naturais, assim como novos ensaios
de toxicidade que forne¢cam base para o uso seguro dessas
plantas.

ABSTRACT

Modulatory effect of the extract of medicinal plants of
Spondias genus on resistance of Staphylococcus aureus to
Erythromycin

The marked bacterial resistance generates a need
to develop new drugs and research on medicinal
plants as sources of bioactive substances has been an
indication for efficient discovery of therapeutic agents.
Microorganisms of the genus Staphylococcus are Gram
positive coccus, which can cause suppuration, abscesses
and various pyogenic infections in humans and animals.
Thus, the objective of this study was to evaluate the
modulatory activity of extracts of medicinal plants
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of genus Spondias against Staphylococcus aureus
resistant to erythromycin. The minimum inhibitory
concentration and modulating activity of the plant
extracts studied and erythromycin were evaluated by
the microdilution method. The results showed that the
association of erythromycin with Spondias purpurea
showed synergistic effect on the strains SA04 and SA0S.
While Spondias mombin showed synergism on the ATCC,
SA01, SA03 and SAOS strain. The bioassay with A.
saline showed that S. purpurea and S. mombin presented
a LC50 1000 and 482.5 mg/ mL, respectively. The
results are promising and suggest that that the extracts
species of the genus Spondias agents have potential as
modulator agents of bacterial resistance.

Keywords: Spondias purpurea L. Spondias mombin L.
Modulation. Microbial resistance.
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