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Atividade antimicrobiana e sinérgica das fragées das folhas de Schinopsis
brasiliensis Engl. frente a clones multirresistentes de Staphylococcus aureus
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RESUMO: No presente estudo objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana e sinérgica
de 4 fragdes das folhas de Schinopsis brasiliensis Engl (F1’, F2’, F1” e F2”) frente as cepas
Staphylococcus aureus MRSA multirresistentes. Os métodos utilizados foram pocgos de
difusdo em agar, concentracdo minima inibitéria (CMI) - diluigdo em agar, e bioautografia.
Nos resultados bioautograficos observou-se trés halos de inibi¢ao relacionados, no minimo,
a quatro constituintes ativos; sendo dois deles isolados das folhas (galato de metila e acido
galico). A F2” (200pg/mL) apresentou halos de inibigdo de 16 e 19mm frente as cepas de S.
aureus multirresistente e Klebsiella pneumoniae, e CMI 100pg/mL, respectivamente. Quanto as
analises das associacoes das fragdes F1" ou F2" (25 e 50ug/mL) com a tetraciclina e oxacilina,
mostraram ac¢des aditiva e sinérgica para a F2” (50pg/mL), embora ndo suficiente para que
a CMI atingisse valores inferiores a 2 e 4ug/mL, necessario para serem classificadas como
cepas sensiveis a oxacilina e tetraciclina, respectivamente. “Assim, conclui-se que a F2” das
folhas de S. brasiliensis apresentou potencial antimicrobiano frente as cepas de S. aureus
MRSA multirresistentes e que as associagdes das fragcbes com os antibidticos testados nao
apresentaram beneficios n&o justificando o uso concomitante.

Palavras-chave: Schinopsis brasiliensis, Staphylococcus aureus, Atividade antimicrobiana,
Multidroga-Resistente.

ABSTRACT: Antimicrobial and synergic activity of fractions from the leaves of Schinopsis
brasiliensis Engl. against Staphylococcus aureus multiresistant clones. The aim of this
study was to evaluate the antimicrobial and synergic activity of 4 leaf fractions of Schinopsis
brasiliensis Engl (F1’, F2’, F1” and F2”) against multidrug-resistant Staphylococcus aureus
strains. The used methods were agar well diffusion, minimum inhibitory concentration (MIC) -
agar dilution, and bioautography. The bioautographic results showed three inhibition zones that
corresponded to at least four active compounds, two of which (methyl gallate and gallic acid)
have already been isolated from leaves. The F2” (200pg/mL) fraction showed inhibition zones
of 16 mm and 19 mm against S. aureus multidrug-resistant and Klebsiella pneumoniae strains
and a MIC value of 100pg/mL, respectively. The analyses of associations of fraction F1” or F2”
(25 and 50ug/mL) with tetracycline and oxacillin showed additive and synergistic action for F2"
(50pug/mL), although it was not enough to decrease the MIC values to less than 2 and 4ug/
mL, necessary to classify the strains as susceptible to oxacillin and tetracycline, respectively.
Thus, it was concluded that F2" from the leaves of S. brasiliensis showed antimicrobial potential
against multidrug-resistant MRSA strains, and the associations of the fractions with the tested
antibiotics showed no benefits, not justifying their concomitant use.

Key words: Schinopsis brasiliensis, Staphylococcus aureus, Antimicrobial activity, Multidrug-
resistant strains.

INTRODUGAO

As doencgas infecciosas sdo as principais da resisténcia bacteriana € um fator importante na
causas de mortes prematuras no mundo, sendo ocorréncia deste quantitativo de mortes, além de
estimado 15 milhdes de ébitos por ano. O crescimento que, esta ameacga também dificulta a cura e eleva os
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gastos com a assisténcia a saude (WHO, 2008). Na
procura de novas alternativas para tratar as infec¢des
por bactérias multidrogas resistentes (MDR),
interessa a descoberta de novos produtos de origem
vegetal ou de sintese. O género Schinopsis pertence
a familia Anacardiaceae, classe Dicotiledoneae,
subclasse das Rosidae e ordem Sapindales (Prado
et al. 1995), que crescem na América do Sul,
particularmente Schinopsis lorentizii € Schinopsis
balansae, no norte da Argentina e no Paraguai, e
Schinopsis brasiliensis arvore endémica brasileira
encontrada na caatinga e pantanal Mato-grossense,
popularmente conhecida por “brauna”, “barauna”,
“brauna-do-sertdo”, “bratna-parda”, “quebracho”,
“chamacoco” e “chamucoco” (Carvalho, 2011;
Cardoso et al. 2005; Prado et al. 1995). Na medicina
popular as folhas, casca, caule, entrecasca,
resina e frutos de S. brasiliensis sdo usados como
antiinflamatério em geral, na gripe, febre, tosse,
diarréia, disenteria, fraturas (Albuquerque, 2006;
Almeida et al. 2005; Albuquerque et al. 2007) e
antimicrobiano (Saraiva, 2007).

O estudo das associagdes de extratos
e fracbes de plantas de uso medicinal com os
medicamentos utilizados se faz necessario, em
particular, as interagdes com os antimicrobianos
utilizados na clinica, que podem causar interferéncia
na ag¢ado farmacolégica do antibacteriano,
ocasionando recidiva da doencga infecciosa,
acompanhado de selegdo de microrganismos
resistentes.

Por tudo isso, justifica-se, inicialmente,
o estudo in vitro para determinar-se o grau de
sinergismo/antagonismo dos extratos e fragdes com
alguns antibidticos utilizados na terapéutica clinica,
frente a microorganismos que tenham seu perfil de
sensibilidade e resisténcia determinados (Wang et
al. 2003; Stermitz et al. 2000).

MATERIAL E METODOS

Coleta da planta

A planta, Schinopsis brasiliensis Engl., foi
coletada na cidade de Carnaubeira da Penha, Sertao
de Pernambuco, nas coordenadas geograficas de
08°19°'09” de latitude sul, 38°44°41” de longitude
oeste e altitude aproximada de 446 metros (MME,
2005), entre os meses de margo e julho de 2004. A
exsicata da planta foi identificada pela responsavel
técnica do Instituto Agrondmico de Pernambuco e
depositada no Herbario, recebendo o numero de
registro 70.007.

Preparagdo do Extrato
As folhas de Schinopsis brasiliensis foram
secas, trituradas, pesadas e feitas trés extracdes

sucessivas, pelo processo de decocgao utilizando
trés solventes de polaridades diferentes (n-hexano,
acetato de etila e metanol) e deixados em repouso
pelo periodo de 72 horas para cada solvente. O
extrato assim obtido foi evaporado (Marconi MA-
120) sob pressao reduzida (45°C), sendo entéo
pesados e calculados seus rendimentos (Saraiva,
2007).

Fracionamento do Extrato

A partir de 5 g do extrato metandlico das
folhas (BFM) foi realizado fracionamento em coluna
de silica-gel, tendo como fase moével o solvente
acetato de etila, onde se obteve onze fragdes (100
mL), juntando-se as duas primeiras (F1’ - 3120 mg)
e a terceira com a quarta (F2' - 627 mg). A partir de
F1' realizou-se uma nova coluna cromatografica,
tendo como fase estacionaria a Sephadex LH-20 e
o metanol como fase mével, obtendo-se 103 fragdes
(10 mL), das quais juntaram-se as fragcoes da 142 a
282 (F1”—1290 mg) e da 502 a 702 (F2"” — 386 mg),
apos visualizagdo em cromatografia em camada
delgada.

Atividade Antimicrobiana

Linhagens Microbianas

Nos estudos foram utilizadas vinte cepas de
Staphylococcus aureus, das quais dezenove isolados
clinicos e uma cepa padrao. Dos dezenove isolados
de S. aureus, dezesseis sao cepas multirresistentes
(nove clones epidémico brasileiro - A cinco clones
pediatricos - B e dois clones esporadicos - G, |) e trés
cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA)
(Tabela 1) (Miranda et al. 2007).

Também foram estudadas outras bactérias
Gram negativas e Gram positiva, todas cepas
padréo ATCC (Tabela 2).

A fim de avaliar a atividade antifungica
das fragbes das folhas de Schinopsis brasiliensis
foi realizado testes frente a trés isolados clinicos
leveduriformes (Tabela 3).

Preparo dos In6culos microbianos
Os in6culos bacterianos e fungicas, 108 e
10 UFC/mL respectivamente, foram padronizados
conforme as normas da Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2003; 2004).

Halos de inibigdo — Pocgos difusdo em agar
Os produtos testes foram preparados:
tetraciclina (Tet) 300ug/mL (bactérias), cetoconazol
(Cet) 500ug/mL (Leveduras) e as fragdes (F1°, F2’,
F1” e F2”) 2000 pg/mL.
Os in6culos (Bactérias ou leveduras) foram
semeados (swab estéril) na superficie das placas
de agar Mueller Hinton (MH) (CLSI, 2003) ou agar
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TABELA 1. Linhagens de Staphylococcus aureus

Cepas Perfil Clone Origem

AM594 MRSA A, Ponta de cateter
AM599 MRSA B, Secregéo de Ulcera
AM642 MRSA B, Secregéo

AM771  MRSA B, Secregéo de cateter
AM791 MRSA A, Secregéo de saida tenckoff
AM793 MRSA A, Secrecéao traqueal
AM799 MRSA A, Ponta de sonda vesical
AM837 MRSA A, Ponta de cateter
AM858 MRSA A, Ponta de cateter
AM860 MRSA B, Hemocultura

AM872 MRSA G Urina

AM876 MRSA | Hemocultura

AM895 MRSA A, Hemocultura

AM902 MRSA A, Secregéo de orificio
AM922 MRSA B, Ferida perna esq.
AM948 MRSA A Ponta de cateter

o

AM532 MSSA
AM632 MSSA
AM672 MSSA - Secregéao de cateter
AM103 - - ATCC 6538

AM: Colecédo do Laboratério de Analises Microbiolégicas —
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE; ATCC: American
Type Culture Collection; Clone A: Clone Epidémico Brasileiro
(CEB); Clone I, G: Clone Esporadico; Clone B: Clone Pediatrico;
MRSA: Staphylococcus aureus Meticilina Resistente; MSSA:
Staphylococcus aureus Meticilina Sensivel.

Secrecgéao Ferida operatéria

Ferida operatoria

TABELA 2. Linhagens bacterianas de interesse
clinico.

Cepas Origem

AM31 Escherichia coli A TCC 9723
AM50 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
AM128 Enterococcus faecalis ATCC 33186
AM149 Salmonella spp ATCC 8387

AM206 Pseudomonas aeruginosa  ATCC 14502

AM: Colecéo do Laboratoério de Analises Microbiolégicas —
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE; ATCC: American
Type Culture Collection

TABELA 3. Linhagens Leveduriformes de interesse
clinico.

Cepas Origem
AM1158 Candida albicans Urina
AM1181 Candida tropicalis Swab retal
AM1168 Candida krusei Sangue

AM: Colecao do Laboratério de Analises Microbiologicas —
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE.
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Sabouraud (CLSI, 2004), respectivamente, feito
pocgos de 6mm e aplicados 100ul dos produtos testes
nos pogos, sendo as placas incubadas a 37° C por
24h. A classificagdo do potencial antimicrobiano,
por essa técnica, se deu pelos diametros dos halos
de inibicdo observados: < 9mm, inativo; 9 - 12mm,
pouco ativo; 13 - 18mm, ativo; > 18mm, muito ativo.
Halos com didmetro < 9mm, inativo; 9-12mm, pouco
ativo; 13-18mm, ativo; > 18mm, muito ativo (Alves
et al. 2000).

Concentragdo Minima Inibitéria - Diluigao
em agar
Na técnica para determinacdo da
concentragdo minima inibitdria (CMI)/diluicdo em
agar das fragdes (F1” e F2”) e os antibidticos (Tet
e oxacilina - Oxa) foram incorporados ao agar
Mueller Hinton (MH), obtendo as respectivas
concentragoes finais de 1,56ug/mL a 100ug/mL
(1:10) e 0,25ug/mL a 64pg/mL (1:10). Os indculos
bacterianos (102 UFCug/mL) foram depositados na
superficie utilizando o multiinoculador de Stears,
e entdo incubou-se a 37°C por 24h. Foi realizado
controle do DMSO a 30% e controle positivo. Para
a determinagéo da CMI da Oxa, foi adicionado +
2% NaCl ao meio agar MH e incubado a 35°C por
24h (CLSI, 2003). O potencial antimicrobiano foi
determinado pela medida das CMI das fragdes dos
extratos vegetais, sendo consideradas muito ativas,
aquelas que apresentam CMI < 50ug/mL; ativos
com CMI entre >50 - 100ug/mL; moderadamente
ativos com CMI de >100 - 200ug/mL; baixa atividade
com CMI de >200 - 500ug/mL; inativos com CMI >
500ug/mL.

Teste sinérgismo-antagonismo -
Concentragdo Minima Inibitéria - Diluigdo em
agar

Seguindo os mesmos procedimentos para
determinagdo da CMI dos antibidticos (Tet e Oxa),
fez-se quatro novas séries do ensaio com a adi¢ao
das fragbes (F1” ou F2”) nas concentragdes de 50ug/
mL ou 25ug/mL, aproximadamente 50% e 25% da
CMI destas, respectivamente. Férmula de obtengao
do indice da concentragao inibitéria da fragao
(Fractional Inhibitory Concentration Index - FICI).
A: Antibiético; B: fragédo; FICI = CMI(A+B)/CMI(A)
+ Concentragdo de (B) na associagdo/CMI(B);
Parametros de avaliagédo: FICI > 2 - Antagonismo;
FICI>1 e d” 2 - Indiferente; FICI > 0,5 e < 1 - Aditivo;
FICI < 0,5 - Sinergismo.

Bioautografia
As placas desenvolvidas em duplicata
no sistema (acetato de etila/acido férmico/acido
acético/agua - 100:3:3:3 v/v), sendo uma utilizada
como referéncia e revelada com 2-Aminoetildifenil
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borinato e a outra para bioautografia, a qual ficou
sob corrente de ar por 6h, para retirada do residuo
acido. As placas cromatograficas foram instaladas,
numa placa de Petri e recobertas com 20mL meio
fundido de agar MH (56 + 1°C) inoculada com uma
suspensao salina de S. aureus ATCC 6538 (18mL
de meio agar MH + 2 mL da suspenséo bacteriana a
108 UFC/mL). Apds solidificagdo do meio de cultivo,
houve um tempo de pré-difusdo de 30 minutos a
temperatura ambiente e entao incubada por 24 horas
a 37+1°C. Apos este periodo a bioautografia foi
revelada com uma solugao de 2,3,5-trifeniltetrazolio
a 2,5mg/mL e novamente incubada por mais 4 horas.

A presenca de zona de inibicdo, indica a
existéncia de composto ativo (Pessini et al. 2003).

RESULTADO E DISCUSSAO

Para confirmagéao do perfil de sensibilidade
e resisténcia das bactérias e fungos ensaiados,
utilizamos como antimicrobianos de referencia
a tetraciclina e o cetoconazol, respectivamente.
Também, foram utilizadas bactérias e leveduras de
diferentes géneros e/ou espécies para realizar-se
uma triagem da atividade antimicrobiana das fracoes
do extrato metandlico das folhas de S. brasiliensis.

No estudo bioautografico observou-se halo
de inibicdo no ponto de aplicagdo (molécula 4), o
que justificaria a atividade antimicrobiana da F2” e
dois halos acima, que podem ser resultado de até
trés moléculas (1, 2 e 3), o que justificaria a atividade

mim
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Molécula 2

Molécula 3

Molécula 4

Ext Ext F1”  F2”

FIGURA 1. Bioautografia do extrato metandlico (Ext)
das folhas de Schinopsis brasiliensis

F1” e F2”: Fragdes obtidas da coluna em Sephadex LH-20

antimicrobiana da F1”(Figura 1).

Na técnica pocgos difusdo em agar (Grafico
1), observou-se os maiores halos de inibigdo, sendo
da ordem de 20, 19, 19, 19 e 18mm de didmetro
frente as cepas de Candida albicans, Candida
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GRAFICO 1. Atividade antimicrobiana das fragdes de Schinopsis brasiliensis frente bactérias e leveduras de

interesse clinico

F1” e F2”: Fragdes obtidas da coluna em Sephadex LH-20; AM: Colegéo do Laboratério de Analises Microbiolégicas — Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas — UFPE;
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krusei, Candida tropicalis, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, respectivamente, referente a
fragdo F2” (200 ug/pogo), classificados como muito
ativos, e ativo frente a cepa se K. pneumoniae.
Para a fragao F1” (200ug/pogo) obteve-se halos da
ordem de 15 e 16 mm frente as cepas de Salmonella
serotipo Montevidéu e Pseudomonas aeruginosa,
sendo classificados como ativos (Alves, 2000).

As CMI das fragdes das folhas de S.
brasiliensis frente as bactérias Gram positivas e
Gram negativas apresentaram-se como muito ativo
e ativo, em particular, frente as cepas de E. colie S.
aureus para F1” exibindo CMI de 100 e 50ug/mL e
F2” CMI de 50 e 25pg/mL, respectivamente (Tabela
4). As CMI confirmaram a atividade antimicrobiana
das F1” e F2” paraacepade S. aureus ATCC 6538,
que foi evidenciada também pela técnica de pogos
difusdo em agar.
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No estudo antimicrobiano das fracées (F1’,
F2’, F1” e F2”) das folhas de S. brasiliensis frente
as cepas de S. aureus MRSA multirresistentes,
observou-se que a fragao F2” resultou nos maiores
halos de inibigéo, sendo classificados como ativos,
pelos pardmetros de Alves et al. (2000) e com
media de halos de inibicado de 16 mm. Enquanto
que as fragbes F1' e F2’' apresentaram média de
halos de inibi¢cdo de 15 e 14 mm, respectivamente,
sendo ambas classificadas também como ativas.
Para a F1”, ndo observou-se halos de inibicdo na
concentragao de 200ug/poco frente as cepas de S.
aureus multirresistentes (Grafico 2).

Na determinagéo das CMI das fragdes (F1’,
F2’, F1” e F2”) das folhas de S. brasiliensis frente
as cepas de S. aureus MRSA multirresistentes, a
F2” apresentou-se com as menores CMI, igual ou
menor que 100 ug/mL, sendo classificadas como

TABELA 4. Concentragdo Minima inibitéria (CMI) das fragdes das folhas de Schinopsis brasiliensis

Cepas CMI (ng/mL)
F1’ F2 F1” F2” Tet
AM31 E. coli >100 >100 100 50 4,00
AM50 K. pneumoniae >100 >100 >100 100 0,50
AM103 S. aureus >100 100 50,0 25,0 0,25
AM128 E. faecalis >100 >100 >100 >100 1,00
AM149 Salmonella spp. >100 >100 >100 >100 1,00

F1’, F2’: fracdes obtidas da coluna de silica; F1” e F2”: Fragdes obtidas da coluna em Sephadex LH-20; Tet: Tetraciclina; AM: Colecao
do Laboratério de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE;
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GRAFICO 2. Atividade antimicrobiana das fragdes de Schinopsis brasiliensis frente as cepas de Staphylococcus
aureus MRSA multirresistentes
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F1’, F2’: fragcbes obtidas da coluna de silica; F1” e F2”: Fragbes obtidas da coluna em Sephadex LH-20; Tet: Tetraciclina;
AM: Colecao do Laboratério de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE
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TABELA 5. Concentragdo minima inibitéria das fragdes das folhas de Schinopsis brasiliensis

Concentragao Minima Inibitéria

Perfil de Sensibilidade/Resisténcia

Caodigo F1’ F2’ F1” F2” Oxa Tet Sensivel Resistente
S. aureus Meticilina Sensivel

AM 532 100 >100 >100 50 <0,25 0,50 1,2,3,4,5,6,7,8 -

AM 632 >100 >100 >100 100 0,50 1,00 1,3,4,5,6,7 8,2

AM 672 >100 >100 >100 100  <0,25 1,00 1,2,3,4,5,6 7,8

S. aureus MRSA - Clone Epidémico Brasileiro

AM 594 100 >100 >100 100 256 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 771 >100 >100 100 100 32,0 0,50 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 791 >100 >100 100 100 256 16,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 793 >100 >100 >100 100 256 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 799 >100 >100 100 100 128 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 837 100 >100 50,0 25,0 64,0 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 858 100 >100 100 100 128 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 860 100 >100 100 50,0 64,0 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 895 >100 >100 >100 100 256 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 902 100 >100 >100 100 16,0 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
AM 948 100 >100 >100 100 258 32,0 1 2,3,4,5,6,7,8
S. aureus MRSA - Clone Esporadico

AM 872 >100 >100 >100 100 256 16,0 1,5,2,7,6 3,4,8

AM 876 >100 >100 >100 100 32,0 2,00 1,5,2,3,6,7 4,8

S. aureus MRSA - Clone Pediatrico

AM 642 >100 >100 >100 100 32,0 0,50 1,6,7,3 2,54,8
AM 599 >100 >100 >100 100 16,0 <0,50 1,5,3,6,7 2,4,8

AM 922 >100 >100 >100 100 16,0 1,00 1,5,2,3,6 4,8,7

F1’, F2’: fragbes obtidas da coluna de silica; F1” e F2”: Fragbes obtidas da coluna em Sephadex LH-20; 1: Vancomicina; 2: Eritromicina; 3:
(Tet) Tetracilina; 4: (Oxa) Oxacilina; 5: Ciprofloxacina; 6: Sulfametoxazol+Trimetoprima; 7: Gentamicina; 8: Penicilina; MRSA: Staphylococcus
aureus Meticilina Resistente; AM: Colegéo do Laboratério de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE.

muito ativas e ativas (CMI < 50 e CMI >50 e d”100,
respectivamente). Para aquelas fragcdes com CMI
> 100ug/mL, classificadas como moderadamente
ativas, visualizou-se para as F1’, F2' e F1” frente
as varias cepas de S. aureus multirresistentes. Os
antimicrobianos de referéncia confirmaram o perfil
de sensibilidade e resisténcia dos microorganismos
testados (Tabela 5).

Devido a atividade antimicrobiana exibida
pelas fracoes (F1” e F2”) das folhas de S. brasiliensis
foi estudada a interagéo sinérgica/antagonica, por
meio do FICI (indice da concentracao inibitéria da
fragcdo), contra a oxacilina (familia das Penicilinas)
e tetraciclina (da nome a familia) antibiéticos
amplamente utilizados na determinagao do perfil
de sensibilidade e resisténcia para as cepas de S.
aureus.

A F2” (50ug/mL), aproximadamente a

50% da CMI, em associacéo a tetraciclina (D)
apresentou frente a grande maioria das cepas uma
acao aditiva. As associagdes contendo a F1” (50ug/
mL (C) e 25ug/mL(A)) apresentaram uma variacéo
do FICI, sendo na concentragéo de 25ug/mL(A),
aproximadamente a 25% da CMI, frente a maioria
das cepas, classificadas como indiferente (Tabela 6).

A F2” (50ug/mL (d) e 25pg/mL(b)) em
associagao a oxacilina apresentou acado aditiva
e sinérgica e a F1” (50ug/mL (c)) foi observada
também uma acao sinérgica frente a quatro e agéo
aditiva a duas, dentre as sete cepas testadas. NaF1”
(25ug/mL (a)) houve uma variagéo do FICI dentre
as cepas testadas (Tabela 7).

As F1” e F2” (50pug/mL — ¢ e d) interagiram
de maneira positiva (agdo aditiva ou sinérgica),
na reducdo da CMI para oxacilina frente as cepas
de S. aureus MRSA multirresistentes, embora
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TABELA 6. Estudo sinérgico-antagbnico das fragbes de Schinopsis brasiliensis contra tetraciclina frente as
cepas de Staphylococcus aureus MRSA multirresistentes

AM (o] FICI Resposta
Tet F1” F2” A C B D A C B D A C B D
594 16,0 >100 100 16,0 16,0 1,00 2,00 1,13 1,25 0,31 0,63 IN IN Sl Sl
599 1,00 >100 100 1,00 4,00 0,50 2,00 1,13 425 0,75 2,50 IN AN AD AN
791 16,0 100 100 16,0 16,0 2,00 8,00 1,25 1,50 0,38 1,00 IN IN SI AD
858 32,0 100 100 16,0 16,0 8,00 16,0 0,75 1,00 0,50 1,00 AD AD SI AD
872 32,0 >100 100 16,0 16,0 32,0 8,00 063 0,75 1,25 0,75 AD AD IN AD
902 32,0 >100 100 32,0 64,0 32,0 16,0 1,13 225 1,25 1,00 IN AN IN AD
922 1,00 >100 100 1,00 1,00 0,25 0,25 1,13 1,25 0,50 0,75 IN IN Sl AD

AM: Colegéo do Laboratdrio de Analises Microbiologicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE; A: Tet + F1” 25ug/mL; B: Tet + F2”
25ug/mL; C: Tet + F1” 50 ug/mL; D: Tet + F2” 50ug/mL; CMI: Concentragdo Minima Inibitéria; Tet: Tetraciclina; FICI: Indice da Concentracédo
Inibitoria da Fragao; AN: Antagonismo; IN: Indiferente; AD: Aditivo; SI: Sinergismo.

TABELA 7. Estudo sinérgico-antagdnico das fragdes de Schinopsis brasiliensis contra oxacilina frente as cepas

de Staphylococcus aureus MRSA multirresistentes

AM CMI FICI Resposta
Oxa F1” F2” a c b d a c b d a c b d
594 256 >100 100 64,0 64,0 64,0 16,0 0,38 0,50 0,50 0,56 Sl Sl SI AD
599 16,0 >100 100 32,0 2,00 64,0 4,00 213 0,38 4,25 0,75 AN  SI AN AD
791 64,0 100 100 256 32,0 128 8,00 425 1,00 225 0,63 AN AD AN AD
858 256 100 100 64,0 64,0 25 16,0 0,50 0,75 1,25 0,56 Sl AD IN AD
872 256 >100 100 >256 256 128 64,0 213 1,25 0,75 0,75 AN IN AD AD
902 64,0 >100 100 128 8,00 16,0 8,00 213 038 05 0,63 AN  SI Sl AD
922 32,0 >100 100 1,00 0,25 4,00 0,13 0,16 0,26 0,38 0,504 Sl Sl SI AD

AM: Coleg&o do Laboratdrio de Andlises Microbiologicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE; a: Oxa + F1” 25ug/mL; b: Oxa + F2"
25ug/mL; c: Oxa + F1” 50 pg/mL; d: Oxa + F2” 50ug/mL; CMI: Concentragdo Minima Inibitéria; Oxa: Oxacilina; FICI: Indice da Concentracédo
Inibitéria da Fragao; AN: Antagonismo; IN: Indiferente; AD: Aditivo; SI: Sinergismo.

na maioria dos casos estas redugdes ndo foram
o suficiente para que obtivessem valores das
CMI < 2ug/mL, o qual classificaria as cepas de
S. aureus como meticilina (Oxacilina) sensivel
(MSSA ou OSSA), sendo que aqueles com CMI
> 4ug/mL séo classificados como resistentes ou
seja, Staphylococcus aureus meticilina (oxacilina)
resistente (MRSA ou ORSA) (CLSI, 2005).

Em relacado as associagbes das fragdes
das folhas de S. brasiliensis com o antibioético
tetraciclina, mostraram-se por meio dos FICI como
indiferentes, frente a maioria das cepas testadas,
na concentragédo de 25ug/mL (A e B), visto que
nao houve alteracdo nos valores das CMI. Na
concentragao de 50ug/mL das fragdes (C e D), em
particular frente a F1”, foi observada importante
acao aditiva e sinérgica, embora as CMI frente as
cepas de S. aureus multirresistentes ndo foram
a valores classificados como sensiveis (CMI <4
ug/mL) (CLSI, 2005), exceto na associagédo da

tetraciclina com a F2” (25 e 50ug/mL — B € D) frente
a AM594, uma cepa de Staphylococcus aureus
MRSA multirresistente (Clone Epidémico Brasileiro),
s6 sensivel a vancomicina, obtendo as CMI de 1 e
2ug/mL, respectivamente.

As fragdes (F1” e F2”) em ambas as
concentragdes (25 e 50ug/mL) em associagao
com os antibioticos (tetraciclina e oxacilina)
apresentaram frente a cada cepas multirresistente
de S. aureus uma variagao quanto aos resultados,
sendo que algumas fragdes apresentaram agdes
sinérgicas e aditivas, correspondentes a uma
reducado dos valores das CMI frente as cepas
de S. aureus multirresistentes, embora também
mostraram-se as vezes indiferentes ou mesmo com
agao antagdnica, ndo modificando ou elevando as
CMI, respectivamente. Estas variagdes observadas
podem ser devidas as caracteristicas de resisténcia
intrinseca de cada cepa (Souza et al. 2005),
visto que os antibiéticos foram utilizados como
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agentes principais e as fragbes (F1” e F2”) com
agentes secundarios, tendo suas concentragdes
aproximadamente a 25 e 50% da CMI.

O FICl das fragdes (F2” e F1”) + antibidticos
(Tetraciclina e Oxacilina), nao demonstraram
beneficios quanto a redugao da CMI frente as cepas
de S. aureus MRSA testadas, visto que, quando
houve redugao das CMI, esta ndo foram a um valor
menor que o estipulado pela CLSI (2005) para que
a bactéria fosse classificada como sensivel ao
antibiotico. Sendo assim, o uso concomitante das
fragdes das folhas de S. brasiliensis associados
aos antibioticos, tetraciclina e oxacilina in vitro,
embora obtendo em alguns casos aumento da agao
antimicrobiana dos antibioticos por reduzir as CMI
destes, fato importante, no geral ndo trouxeram
beneficios, ja que também reduziu o efeito dos
antibidticos, frente a algumas cepas multirresistentes
de S. aureus (agao antagobnica).

Nos trés halos de inibicdo observados na
bioautografia, e em referéncia a correspondente
cromatografia em camada delgada (CCD) revelada
(2-Aminoetildifenil borinato), observou-se que, no
minimo, quatro moléculas ativas foram relacionadas
a atividade antimicrobiana do extrato metandlico
das folhas (Saraiva et al. 2011), sendo o galato de
metila (2) e acido galico (3), moléculas ja isoladas
das folhas de S. brasiliensis (Souza, 1990; Moreira,
2009) e de reconhecida atividade antimicrobiana
(Nijeveldt et al. 2001; Zaidi-Yahiaoui et al. 2008). A
F2” apresentou melhor atividade antimicrobiana que
a F1”, embora esta ultima haveria de comportar, no
minimo, duas das quatro moléculas ativas (galato
de metila e acido galico), visualizados no estudo
fitoquimico e na bioautografia, enquanto que a F2”
observou-se apenas a molécula 4.

Quanto aos resultados da atividade
antimicrobiana das fragdes das folhas de
Schinopsis brasiliensis foram promissores e fornece
dados suficientes para continuar as pesquisas,
objetivando o isolamento e elucidagao estrutural
dos compostos com potencial antimicrobiano guiado
por bioautografia.
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