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RESUMO

Staphylococcusaureuséumadasprincipaisbactériascausadorasdeinfec¢oes
hospitalares apresentando resisténcia a vdrias classes de antibidticos.
Assim, o trabalho teve como objetivo fazer a triagem fitoquimica e avaliar
atividade antibacteriana do extrato etandlico e fragcbes obtidos do fruto
maduro de Solanum frente a bactéria gram positiva meticilina-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA). Para isto, os frutos maduros de Solanum
sp. foram secados, extraidos por percolagdo. O extrato foi fracionado por
particdo com solventes de polaridades crescentes. O teste microdiluicGo em
caldo foi feito para determinar a concentragdo inibitdria minima (CIM) e a
concentragdobactericidaminima (CBM)determinadaporteste microdilui¢éGo
em dgar. Dentre as amostras, as fragdes diclorometano e hidroetandlica
apresentaram CIM de 250 ug/ml, inibindo em 82 e 80%, respectivamente,
o crescimento da bactéria. Na busca de substdncias nas amostras foram
detectados alcaloides, cumarinas, esteroides/triterpenoides. Os resultados
mostraram importantes indicios de propriedades antibidticas de Solanum
sp. oferecendo subsidios para pesquisas posteriores.
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INTRODUCAO

A resisténcia das bactérias aos antibioticos representa um grave
problema de saude publica mundial, caracterizando uma das principais
causas de infec¢cdes nosocomiais, gerando elevadas taxas de morbidade
e mortalidade.! Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva, que
apresenta elevada incidéncia, tanto na comunidade quanto no ambiente
hospitalar. Um dos mecanismos de resisténcia predominante nesta espécie
€ a producao de beta-lactamases, especialmente penicilinases, nos quais
os principais alvos de degradacdes por estas enzimas sdao amoxicilina
e meticilina. Esta bactéria pode desenvolver diversas infeccdes, tais
como epiteliais, gastrointestinais, osteomelite, pneumonia, septicemia,
bacteremia, miocardite e sindrome do choque tdéxico?. Na busca de novas
substancias antimicrobianas que apresentem diferentes mecanismos
de acdes daqueles disponiveis atualmente no mercado, as plantas
sintetizam uma variedade de substancias bioativas, com propriedades
antimicrobianas, que apresentam uma diversidade de estruturas quimicas
capazes de reconhecerem e se ligarem a alvos moleculares presentes em
bactérias patogénicas®. Assim, o objetivo deste trabalho foi fazer uma
triagem fotoquimica e avaliar a atividade antibacteriana in vitro do extrato
etandlico e fragdes frente a bactéria Gram positiva meticilina-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA, na qual foi selecionada para este estudo
devido a sua importancia médica em prevaléncia nas infec¢cdes causadas
por bactérias.

MATERIAL E METODOS

Os frutos maduros de Solanum sp. foram coletados, secados em
estufa, triturados em moinho de facas e extraidos por percolacdo exaustiva
com etanol P.A., obtendo-se o extrato etandlico. Este foi fracionado por
particdo com solventes de polaridades crescentes, obtendo-se as fracoes
hexanica (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etila (AC) e hidroetandlica
(HE).* As amostras foram submetidas a triagem fitoquimica para avaliar a
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presenca das principais classes de metabdlitos secundarios, caracterizados
por reagdes quimicas que resultam na formacgao de coloragao, precipitado
e espuma. A amostra Gram positiva meticiclina-resistente Staphylococcus
aureus (MRSA) foi isolada a partir de uma amostra de exsudato de lesdo e
foi cedida pelo Laboratdrio de Microbiologia do Hospital Sdo Jodo de Deus
(HSJD), Divinépolis, Minas Gerais, Brasil, aprovado pelo Comité de Etica
do HSJD (CEP — HSJD), nimero 186/2011, na forma de estrias compostas
em placas de Petri. No hospital, através do sistema automatizado de
identificacdo e antibiograma VITEK2 compact, (BioMérieux, Franga), a cepa
foi identificada quanto ao género Staphylococcus e pertencente a espécie
StaphylococcusaureusportadoradaenzimaExtendedSpectrumB-lactamase
(ESBL). Esta amostra também mostrou o perfil de resisténcia aos seguintes
antibidticos: Benzilpenicilina e Oxaciclina (Penicilinas), Ciprofloxacina,
Moxifloxacina e Norfloxacina (Fluoroquinolonas), Eritromicina (Macrolidios)
e Clindamicina (Lincosaminas).O extrato etandlico e fragcdes foram diluidas
em dimetilsulféxido 20% (DMSO) nas concentragdes 2000, 1000, 500 e
250 pg/ml para avaliagdo da atividade antimicrobiana. Foi utilizado o
método de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos, desenvolvido
em triplicatas, para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM),
capaz de inibir 80% ou mais do crescimento bacteriano. Estreptomicina e
penicilina foram utilizadas como controle positivo e DMSO, como negativo.
As placas foram incubadas por 24 horas a 37 2C e a leitura realizada em
espectofotometro (540 nm).> Em seguida, foi feito o teste microdiluicdo em
agar, para determinacao da concentragdo bactericida minima (CBM). Um
volume de 25l das concentragdes que inibiram 80% do crescimento foram
retirados dos pocos e transferidos para a placa de petri, contendo Agar
Mueller Hinton e incubados por 24 horas a 37 2C e, em seguida, realizada
a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC). As concentracoes
com atividade bactericida foram consideradas aquelas que inibiram a
formacao de colonias®. As analises estatisticas foram realizadas utilizando se o
teste T- Student’s no GraphPad software 5.0, com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Pela triagem fitoquimica, verificou-se a presenca de alcaloides em
todas asamostras. Cumarinas estavam presentes nas fragdes diclorometano
e acetato de etila e flavonoides foram detectados no extrato etandlico,
fracdes diclorometano, acetato de etila e hidroetandlica. Esteroides e
triterpenoides foram observados nas fracdes diclorometano, acetato de
etila e hidroetandlica. Saponinas e taninos nao foram detectados no extrato
etandlico e nas fracdes. Quanto a atividade antimicrobiana, as fracdes
diclorometano e hidroetandlica apresentaram CIM de 250ug/ml, inibindo o
crescimento de S. aureus em 82 e 80%, respectivamente. A fragcao hexanica,
na concentragdo de 2000 pg/ml, inibiu o crescimento em 80%. J4 o extrato
etandlico e a fracao acetato de etila apresentaram CIM maior que 2000
ug/ml. As fragGes diclorometano, hidroetandlica e hexanica apresentaram
CBM superior a 2000 ug/ml. O controle positivo apresentou CBM e CIM de
31 pg/ml, inibindo em 80% o crescimento. O controle negativo ndo inibiu
o crescimento bacteriano, conforme o esperado. O extrato etandlico e
fracOes apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacao
ao controle positivo apresentando P < 0,05.

DISCUSSAO

As classes de metabdlitos presentes nas amostras, como esteroides/
triterpenoides, flavonoides e alcaloides, apresentam significativo potencial
antibacteriano®. Os resultados demonstraram atividade bacteriostatica dos
frutos maduros de Solanum sp. frente a bactéria MRSA, acao que pode ser
exercida pelos metabdlitos secundarios avaliados na triagem fitoquimica®.
Substancias com possivel acdao antibacteriana estao presentes nas
fracdes diclorometano e hidroetandlica, as mesmas apresentaram menor
CIM, dentre as amostras avaliadas. Estas substancias, possivelmente,
apresentaram maior acao farmacoldgica, apresentando significativa
permeabilidade com a membrana celular, bem como especificidade de
interacdo com alvo farmacolégico presente na célula bacteriana. O controle
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positivo estreptomicina apresenta como mecanismo de agao a inibicao da
traducao génica, enquanto a penicilina inibe a sintese da parede celular
peptideoglicana, exercendo acdo bactericida’. As fracdes diclorometano,
hidroetandlica e hexanica podem ter exercido os mesmos de mecanismos
de ac¢Oes do controle positivo ou apresentarem outros mecanismos
farmacoldgicos, tais como inibir a transcricao, replicacdo do DNA e inibir
a sintese de metabdlitos, tais como acido fdlico, nas quais devem ser
pesquisadas futuramente’. As fracGes diclorometano e hidroetandlica, em
menores concentragdes, foram capazes de inibir em 80% o crescimento
da gram positiva meticilina-resistente S. aureus (MRSA), entretanto
apresentam a¢do bactericida em uma maior concentragao de 2000 pg/ml,
deste modo as mesmas demonstraram relevante acao bioldgica, ndo sendo
susceptiveis aos mecanismos de resisténcias como producao da enzima
Extended Spectrum B-lactamase (ESBL) desenvolvidos pela espécie em
estudo. Deste modo, podera ser desenvolvido futuramente o experimento
de sinergismo entre as amostras, objetivando-se uma CBM menor, que
pode potencializar a acao farmacologica.

Pelos resultados obtidos, o fracionamento por particao com solventes
de polaridades crescentes demonstrou ser eficiente no fracionamento
das substancias a partir do extrato etandlico, porque as substancias com
propriedades antibacterianas estao presentes em maior concentragao nas
fracOes diclorometano e hidroetanélica* Este método combinado a ensaios
bioldgicos possibilita a obtencao rapida de resultados mais significativos
devido a maior concentracao e separac¢ao destes compostos.t. Além disso,
tendo em vista a importancia clinica da cepa em estudo, os resultados aqui
apresentados oferecem subsidios para a pesquisa e descoberta de novos
agentes antimicrobianos derivados de Solanum, que podem ser utilizados
na sintese de antibidticos efetivos contra infec¢des bacterianas causadas

por bactérias resistentes.
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CONCLUSOES

O extrato etandlico e fracdes forneceram informacdes promissoras
com relacdo aos frutos maduros de Solanum sp., caracterizando-se como
objetos importantes para o desenvolvimento de novas pesquisas com
esta espécie vegetal frente a diferentes cepas Gram positivas e negativas.
Futuramente, as substancias antibacterianas das amostras podem ser
isoladas, elucidadas e utilizadas como protdtipos na sintese de novos
antibioticos, bem como agentes potencializadores da acao antibacteriana
de principios ativos, contribuindo significativamente para a reducao da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, bem como na reduc¢ao dos
casos e mortalidades causadas por infec¢des bacterianas.
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