Propriedades antibioticas dos extratos de
Stryphnodendron adstringens E Hymenaea courbaril
(Fabaceae), frente ao isolado clinico meticiclina-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

ALEIXO, A.A.™; CAMARGOS, V. N.}; ANDRADE, A.C.dos S.P.:; SANTOS, M.%; CARVALHO,
R.S.;; MIRANDA,V.C.}; HERRERA, K.M.S.}; MAGALHAES, J. T.}; LIMA, L.A.R.S. 3
FERREIRA, J. M.S. !

RESUMO

Stryphnodendron adstringens e Hymenaea courbaril sGo duas espécies
vegetais comuns na regido do cerrado brasileiro, tradicionalmente
empregadas na medicina popular). Neste estudo, foi demonstrada a
atividade dos extratos hidroetandlicos brutos, obtidos das cascas destas
plantas, contra o isolado clinico meticiclina-resistente Staphylococcus
aureus (MRSA). A concentracgdo inibitoria minima (CIM) foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI) e a concentragdo inibitoria
fracional (CIF) pela técnica checkerboard test. A CIM observada para S.
adstringens e H. courbaril foi de 250 e 500ug/mL, respectivamente. O
efeito combinado 1:1 das amostras vegetais demonstrou forte sinergismo
(CIM de 31,25ug/mL) entre os extratos. Assim, estes resultados mostraram
importantes indicios de propriedades antibioticas de S. adstringens e H.
courbaril, notadamente quando combinadas, e ainda, subsidios para
pesquisas posteriores do uso de compostos isolados destas espécies como
futuros agentes antimicrobianos para o tratamento de infeccdes causadas
por MRSA.
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INTRODUCAO

Bactériasdo género estafilococos sao colonizadoras ubiquas do epitélio
humano e podem exibir um complexo arsenal de toxinas potencialmente
fatais’. A espécie meticiclina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) é
comumente descrita como a maior causa de infeccdes hospitalares em
todo mundo, afetando principalmente pacientes imunocomprometidos.
Dentre este grupo de risco podem ser incluidos aqueles com extensas areas
com corpo com queimaduras, os que fazem uso de catéteres e também
0s que se encontram em internacao prolongada?. Entretanto, nos ultimos
anos vem sendo relatados muitos casos de infeccdes com MRSA fora do
ambiente hospitalar e com isso, nao podem ser mais considerados como
uma infec¢do exclusivamente nosocomial®.

A multirresisténcia bacteriana aos antibioticos € comumente adquirida
através da conjugacao de plasmideos de DNA*. A resisténcia a meticilina de
S. aureus deriva principalmente da aquisicao do gene mecA, nao nativo,
nesta espécie, o qual codifica um proteina modificada de ligagdo a penicilina
(PBP2a) com baixa afinidade para B-lactamicos.

Estudos epidemioldgicos da distribuicido mundial de MRSA em
ambientes hospitalares apontam altos indices de prevaléncia. Os maiores
indices sao observados nas Américas do Norte e do Sul cuja taxa atinge mais
qgue 50%. Na faixa intermedidria (25-50%), encontram se China, Australia,
Africa e alguns paises da Europa tais como Portugal (49%), Grécia (40%),
Italia (37%) e Roménia (34%). Paises Baixos e Escandinavia apresentam
baixos indices de prevaléncia®.

Frente a este cenario de altas taxas de resisténcia apresentado
por bactérias Gram positivas como a Staphylococcus, extratos vegetais
apresentam-se como uma excelente fonte para a busca de novas substancias
antimicrobianas, pois possuem uma diversidade molecular muito superior
quando comparada aos produtos quimicamente sintetizados’. Assim,
visto a ampla emergéncia de MRSA em todo mundo, e devido aos poucos
estudos encontrados na literatura sobre o potencial antibacteriano de S.
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adstringens e H. courbaril, este trabalho objetivou avaliar a atividade in
vitro de extratos hidroetandlicos brutos obtidos das cascas destas espécies
vegetais frente a amostra clinica MRSA.

MATERIAL E METODOS

Amostra clinica

A amostra Gram positiva meticiclina-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA) foiselecionada paraeste estudo devidoasuaimportanciamédicaem
prevaléncia nas infec¢des causadas por bactérias. Essa bactéria foi isolada
a partir de uma amostra de exsudato de lesao e foi cedida pelo Laboratério
de Microbiologia do Hospital Sao Jodo de Deus (HSJD) Divindpolis, Minas
Gerais, Brasil, na forma de estrias compostas em placas de Petri, aprovado
pelo Comité de Etica do HSJD (CEP — HSJD), nimero 186/2011. No hospital,
através do sistema automatizado de identificacao e antibiograma VITEK2
compact, (BioMérieux, Franca), a cepa foi identificada quanto ao género
Staphylococcus e pertencente a espécie Staphylococcus aureus portadora
da enzima Extended Spectrum B-lactamase (ESBL). Esta amostra também
mostrou o perfil de resisténcia aos seguintes antibidticos: Benzilpenicilina
e Oxaciclina (Penicilinas), Ciprofloxacina, Moxifloxacina e Norfloxacina
(Quinolonas), Eritromicina (Macrolidios) e Clindamicina (Lincosaminas).

Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

A concentracao inibitéria minina (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicao em caldo conforme descrito pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012)8, com modificagGes. Os extratos vegetais
obtidos das cascas das amostras vegetais por maceracao hidroetandlica,
foram diluidos em série em dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec, Brasil) 20%
(v/v) nas concentragGes que variaram de 1,25 a 0,0195mg/mL. Um indculo
de 125uL (5x10° UFC/mL ) foi adicionado em 25ulL dos extratos vegetais
nas diferentes concentrag¢des citadas em microplacas de 96 pocos. DMSO
(Vetec, Brasil) 2% (v/v) estéril foi usado como controle negativo e Penicilina
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(10.000U/mL)/Estreptomicina (10mg/mL) (Cultilab, Brasil) como controle
positivo. As placas foram incubadas a 372C durante 24 horas e a leitura foi
realizada em espectrofotometro (Power Wave XS2, Biotec, EUA) a 490nm.
A CIM foi considerada como a menor concentracao da amostra capaz de
inibir de 80% ou mais do crescimento do microrganismo.

Avaliagdo do efeito combinado de S. adstringens e H. courbaril pelo
método checkerboard test

Amostras dos extratos brutos das espécies em estudo foram diluidas
em série em DMSO (Vetec, Brazil) 20% v/v nas concentra¢des de 0,125 a
0,0039 mg/mL. Posteriormente, solucdes de mesmas concentracdes foram
combinadas na proporc¢ao de 1:1 para avaliacao do efeito antimicrobiano
resultante da combinacao de S. adstringens e H. courbaril pelo método
checkerboard test. Os valores de CIM para cada uma das combinagdes foram
determinados pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme descrito
anteriormente. A concentracao inibitdria fracional (CIF) foi determinado
pela soma das razdes entre a CIM da combinac¢ao e a CIM de cada amostra
independente e o resultado interpretado como sinérgico (< 0,5), aditivo,
(0,5-1,0) e/ou antagonista (> 4,0)°.

Andlises estatisticas

Todos os testes foram feitos em triplicata e em trés experimentos
independentes. A analise de variancia foi estabelecida por one-way ANOVA.
Diferencassignificativas entre os paresde grupos foram calculados utilizando
o teste de comparacao multipla de Tukey com nivel de significancia de 5%.
Os calculos estatisticos foram realizados no software GrapPad Prism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras vegetais em estudo mostraram atividade antimicrobiana
promissora frente a MRSA. A espécie S. adstringens apresentou maior
atividade (CIM 250ug/mL) quando comparada com os extratos de H.
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courbaril, que mostraram CIM de 500ug/mL. MRSA mostrou-se sensivel
frente a combinacdo dos extratos com CIM de 31,25ug/mL. De acordo com
o indice CIF obtido, a interacao resultante foi considerada como sinérgica
(Tabela 1).

Tabela 1: Concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos testados individualmente e
em combinacdo (ug/mL), e indice CIF calculado para S. adstringens e H. courbaril frente a
meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

Meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

Ensaios
Stryphnodendron adstringens Hymenaea courbaril
cam’ 250 500
CiM d.a i 31,25
combinagado
indice CIF 0,18<0,5
Interagao sinérgica

*CIM Penicilina (U/mL) / Estreptomicina (mg/mL) = 31,22 / 0,031

O uso de produtos naturais como prototipos para descoberta de
novos farmacos tem crescido em todo mundo e uma enorme diversidade
de moléculas isoladas dessas fontes com atividade antibacteriana,
antifungica e antiviral, vem sendo descritas de maneira crescente desde
o século passado'®. A literatura considera que extratos brutos vegetais
com CIM abaixo de 1000ug/mL sdo considerados como promissores para
prospeccao de novas substancias com atividade antimicrobiana®'.

Tendo em vista a importancia clinica da cepa MRSA, os resultados aqui
apresentados oferecem subsidios para a pesquisa e descoberta de novos
agentes antimicrobianos derivados de S. adstringens e H. courbaril. Sendo
assim, este trabalho fornece os primeiros relatos da potente atividade
antimicrobiana resultante da combinacdao das duas espécies vegetais em
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estudo. Entretanto, a atividade antimicrobiana dessas combinacdes age
por mecanismos ainda ndo esclarecidos e mais estudos nesta drea tornam-

se necessarios, como o isolamento de substancias e testes in vivo.
CONCLUSOES

Osresultados deste trabalho revelaram, pela primeira vez, importantes
indicios para a prospeccao em S. adstringens e H. courbaril de novas
moléculas com atividade antibiotica contra a bactéria meticiclina-resistente
S. Aureus (MRSA). Tal resultado possui relevancia tendo em vista o grande
numero de mortes associadas a esta bactéria em todo mundo.
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