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Sumario: A disseminacdo de bactérias multirresistentes € um importante problema de
salde publica. Portanto o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana de extratos de Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae) frente a bactérias
resistentes, assim como avaliar a interacdo destes extratos com farmacos comerciais.
Inicialmente, as cascas de S. tuberosa foram obtidas de diferentes habitats e os extratos
foram preparados pelo método de maceragdo. Posteriormente, a atividade antibacteriana
destes extratos foi avaliada frente a isolados clinicos com perfil de resisténcia do Hospital
das Clinicas de Pernambuco pelo método de microdiluicdo segundo o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). A interacdo antimicrobiana foi realizada através do
método Checkerboard. Os extratos apresentaram atividade antibacteriana frente aos
isolados clinicos de MRSA (CIM= 250 pg/mL), porém nédo apresentaram atividade frente a
KPC e ESBL (CIM> 250 pug/mL). Adicionalmente, ndo houve diferenca entre a atividade
dos extratos obtidos a partir de diferentes habitats. No presente estudo foi observada
interacdo positiva entre extratos de S. tuberosa e farmacos comerciais frente ao MRSA
(FICI= 0,19 a 0,37). Assim, os extratos de S. tuberosa Arruda apresentaram atividade
antibacteriana frente a0 MRSA e pode ser uma espécie promissora para o desenvolvimento
de novos fitoterdpicos para a industria farmacéutica.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais na terapia de muitas doengas esta associada a
medicina popular de diferentes partes do mundo (Fabri et al., 2011). Diferentes culturas
dos mais distintos lugares, desenvolvidos ou ndo, conhecem e utilizam o potencial
terapéutico dos vegetais no tratamento das doencas (Coutinho et al., 2006). O aumento da
prevaléncia dos micro-organismos multirresistentes tem estimulado os pesquisadores a
buscar novos agentes antimicrobianos como uma estratégia importante para o
estabelecimento de terapias alternativas no tratamento destas infecgoes.

Os extratos vegetais podem apresentar varias atividades biologicas, dentre elas
antioxidantes e antimicrobianas (Silva et al., 2012). A atividade antimicrobiana é uma
propriedade interessante, uma vez que as infeccGes microbianas, principalmente as que
apresentam como agentes etiologicos os microrganismos multirresistentes e oportunistas
tém sido descritos nas Ultimas décadas como causa frequente de morte entre 0s pacientes
imunodeprimidos (Lourencgo et al., 2011; Silva et al., 2012).

Desta forma, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos de diferentes
habitats € uma investigacdo interessante. Portanto o presente trabalho tem por objetivo
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avaliar a influéncia do habitat na atividade antibacteriana de extratos de Spondias tuberosa
Arruda (Anacardiaceae), assim como a interacdo desses extratos com farmacos comerciais.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras da casca e caule de plantas da area de serra (US), base da
serra (UM), pasto (UP), cultivo (UC) e quintal (UR) de uma comunidade rural conhecida
como sitio Cardo pertencente ao municipio de Altinho — PE, Nordeste do Brasil. Os
extratos foram preparados pelo método de maceracdo. ApOs a obtencdo dos extratos
Spondias tuberosa Arruda a atividade antibacteriana desses extratos foi avaliada frente a
12 isolados clinicos com perfil de resisténcia do Hospital das Clinicas de Pernambuco, 5
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (LMB 15, 16, 30, 35 e 48), 2
bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (LMB 20 e 27), 2 Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) (LMB 21 e 38) foi realizada através da determinacao
da concentracgdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) pelo
método de microdiluicdo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2014). Inicialmente foi adicionado caldo Mdeller-Hinton em cada poco das
placas. Em seguida foram adicionados os extratos e realizada diluicdo seriada obtendo
uma variagdo de concentracdo de 0,5 a 250 pg/mL. Posteriormente as suspensdes
bacterianas foram adicionadas na concentracdo de 2-5x10° CFU/mL e as microplacas
foram incubadas a 35 °C por 24h. A CIM foi determinada como a menor concentragdo
capaz de inibir o crescimento microbiano. A CBM foi determinada depois dos resultados
de CIM. Uma aliquota dos micro-organismos dos po¢os em que ndo houve crescimento
bacteriano foi inoculada em agar Mueller-Hinton e as placas foram incubadas a 35 °C por
24h. Apos este periodo a CBM foi determinada como a menor concentragdo que néo
houve crescimento microbiano (CLSI, 2014). O experimento foi realizado em triplicata.
A interacdo antimicrobiana entre os farmacos levofloxacina (LEV), ciprofloxacina (CIP) e
cloranfenicol (CLO) e os extratos foi realizada através do método Checkerboard (An et al.,
2011). Inicialmente foram adicionados 100uL de cada mistura em placas de 96 pogos
obtendo uma concentracdo final igual ao MIC ou menor que o MIC dos extratos e dos
farmacos comerciais. Cada poco recebeu a suspensdo microbiana e as placas foram
incubadas. O calculo do valor de FICI (indice da concentracdo inibitéria fracionada) foi
realizado pela formula: (MIC do extrato em combinacdo com farmaco comercial/MIC do
extrato) + (MIC farmaco comercial em combinacdo com o extrato/MIC do farmaco
comercial). A combinagdo foi considerada sinérgica quando o FICI for <0,5; aditiva
quando for 0,5 a <1; indiferente quando for 1 < FICI < 2-4 e antag6nica quando o FICI >
2-4 (Anetal., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de Spondias tuberosa Arruda apresentaram atividade antimicrobiana
frente aos micro-organismos Gram positivos com e sem perfil de resisténcia, ou seja, 0s
MRSA e MSSA, respectivamente, com CIM que variou de 125 a 250 pg/mL. Com relacéo
as bactérias Gram negativas com perfil de resisténcia, KPC e ESBL, os extratos ndo se
mostraram eficientes na concentracdo utilizada, ou seja, a CIM foi maior que 250 pg/mL
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados por Rocha e colaboradores (2013),
onde a Spondias tuberosa Arruda também apresentou eficiéncia frente aos seguintes
micro-organismo, Streptococcus mutans (ATCC 25175) com CIM de 100 pg/mL., S.
salivarius (ATCC 7073) com CIM de 0,78 pug/mL, S. oralis (ATCC 10557) com CIM de
50 pg/mL e S. parasanguis (ATCC 903) com CIM de 25 pg/mL. Com relagdo a CBM
foram encontrados os seguintes resultados: 100,00 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente.
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Silva (2012) ao estudar a Spondias mombinaff tuberosa, uma planta que pertence a
familia Anacardiaceae, também constatou que a mesma possui atividade antimicrobiana
frente ao Staphylococcus aureus visto que o extrato aquoso apresentou CIM de 500
pg/mL. Ao comparar com 0s nossos resultados podemos constatar que a Spondias tuberosa
Arruda é mais eficiente, pois a CIM apresentada para MRSA e MSSA variou de 125 a 250
pg/mL.

Tabelal: Atividade antibacteriana dos extratos de Spondias tuberosa Arruda frente a
bactérias com perfil de resisténcia.

UR Us UM UP ucC
CiMm ¢cBM CiIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Staphylococcus aureus 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250
ATCC 29213

MRSA ATCC 33591 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250
MRSA

LMB 15 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250

LMB 16 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250

LMB 30 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250

LMB 35 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250

LMB 48 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250 125 >250

E. coli ATCC 25922 250 >250 250 >250 250 >250 250 >250 250 >250
ESBL

LMB 20 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

LMB 27 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

KPC
LMB 21 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
LMB 38 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CBM: Concentragcdo Bactericida Minima; LMB: Laborat6rio de
Microbiologia e Imunologia; MRSA; Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ESBL: bactérias

produtoras de Beta-lactamases de espectro estendido; KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapenemase.

No presente estudo foi observada interacdo positiva (efeito aditivo ou sinérgico)
entre extratos deS. tuberosae CLO, LEV ou CIP frente a0 MRSA. A interac¢do de CLO ou
LEV com os extratos UR ou UC foi aditiva na maioria dos isolados clinicos (FICI = 0,50),
exceto para o isolado LMB 15 que apresentou efeito sinérgico (FICI = 0,31 ou 0,37).
Todas as combinagdes de CIP com UR ou UC para todos os isolados foi sinérgica (FICI =
0,19 ou 0,25) (Tabela 2). Outros estudos também avaliaram a interacdo de extratos de
plantas e farmacos comerciais. Saraiva e colaboradores (2013) ao avaliarem a interacéo de
oxacilina ou tetraciclina com extratos das folhas Schinopsis brasiliensis frente a cepas de
MRSA puderam observar interagfes aditivas (FIC1=0,56) e indiferentes (FICI=0,75). Estes
resultados ressaltam a importancia do aprofundamento em pesquisas nessa area, com 0
intuito propor novas opgdes terapéuticas para o tratamento de infec¢Ges provocadas por
bactérias com resisténcia.

Aleixo e colaboradores (2013) ao utilizar extratos das espécies Stryphnodendron
adstringens e Hymenaea courbaril em associacdo com farmacos comerciais, tais como
ciprofloxacina e eritromicina, frente & MRSA, tambem constatou uma relagdo sinergica
(FICI= 0,18 e FICI=0,5, respectivamente). Estes resultados ressaltam a importancia do
aprofundamento em pesquisas nessa area, com o intuito propor novas op¢des terapéuticas
para o tratamento de infecgdes provocadas por bactérias com resisténcia.
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Tabela 2: Avaliacdo da interacdo in vitro entre farmacos comerciais e extratos de Spondias
tuberosa Arruda frente a isolados clinicos de MRSA.

Combinacdo MRSA FICI Interacdo Combinagdo MRSA FICI Interacio Combinacdo MRSA FICI Interacdo
LMB 0,37 Sinérgica LMB 0,19 Sinérgica LMB 0,31 Sinérgica
CLO/UR 15 LEV/UR 15 CIP/UR 15
LMB 0,50 Aditiva LMB 0,25 Sinérgica LMB 0,50 Aditiva
30 30 30
LMB 0,50 Aditiva LMB 0,25 Sinérgica LMB 0,50 Aditiva
48 48 48
LMB 0,37 Sinérgica LMB 0,19 Sinérgica LMB 0,31 Sinérgica
CLO/UC 15 LEV/UC 15 CIP/UC 15
LMB 0,50 Aditiva LMB 0,25 Sinérgica LMB 0,50 Aditiva
30 30 30
LMB 0,50 Aditiva LMB 0,25 Sinérgica LMB 0,50 Aditiva
48 48 48

FICI: Indice da concentracdo inibitoria fracionada; CLO: Cloranfenicol; LEV: Levofloxacina; CIP:
Ciprofloxacina; UC: Extratos de plantas da area de cultivo; UR: Extratos de plantas da area de quintal; LMB:
Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

CONCLUSOES
Visto que os extratos de S. tuberosaa presentaram atividade antimicrobiana
sozinhos ou em associacdo com farmacos comerciais frente ao MRSA, esta espécie
promissora constitui um importante recurso terapéuticopara o desenvolvimento de novos
fitoterapicos para a inddstria farmacéutica, em especial para o tratamento de infeccdes
provocadas por micro-organismos resistente como, por exemplo, o MRSA.
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