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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng contra isolados clinicos de MRSA. A atividade antimicrobiana in vitro do 6leo
essencial, do extrato hidroalcoolico (HE), da fracdo acetato de etila (F4) e suas subfracdes
foram determinadas por microdiluicdo em caldo e bioautografia contra isolados clinicos de
MRSA. O método de microdiluicdo de tabuleiro de xadrez foi usado para avaliar estudos de
combinacdo de drogas in vitro. Para induzir a formacao de abcessos, suspensdes bacterianas
foram adicionadas ao Citodex e inoculadas subcutaneamente em camundongos Swiss machos.
O protocolo de tratamento consistiu de 2 doses de HE, a fracdo F4 ou vancomicina
introduzidas intraperitonealmente em camundongos 3 e 12 h apds a infeccdo. Dentre as
amostras vegetais estudas a que obteve o melhor efeito inibitdrio diante das cepas clinicas foi
o 6leo essencial com concentrag@o inibitéria minima (CIM) > 0,07 %v/v, fragdo acetato de
etila (F4) com CIM > 0,25 mg/mL ¢ o composto PA-1 CIM = 0,125 mg/mL. As amostras de
plantas foram bacteriostaticas a 2x e 4x CIM e bactericidas a 100 mg / ml. A fracdo F4 e o
6leo essencial apresentaram sinergismo com a vancomicina. Uma reducédo significativa do
volume de abscesso, contagem de células bacterianas nas amostras de abscesso e escores
inflamatdrios foi observada nos grupos tratados com fracdo HE e F4. As amostras foram
eficazes no tratamento dos animais de um modo dose dependente, nos permitindo relatar a
eficacia das amostras de folhas de P. amboinicus contra MRSA utilizando ensaios in vitro e in

Vivo.

Palavras chaves: Plectranthus amboinicus, S. aureus resistente a meticilina, antimicrobiano,

in vivo.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the efficacy of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng
against clinical isolates of MRSA. The in vitro antimicrobial activity of the essential oil of the
hydroalcoholic extract (HE), the ethyl acetate fraction (EA) and its subfractions were
determined by broth microdilution and bioautography against clinical isolates of MRSA. The
chessboard microdilution method was used to evaluate in vitro drug combination studies. To
induce abscess formation, bacterial suspensions were added to Citodex and inoculated
subcutaneously into male Swiss mice. The treatment protocol consisted of 2 doses of HE, the
EA fraction or vancomycin introduced intraperitoneally in mice 3 and 12 h after infection.
Among the drugs studied, the most effective inhibitory effect against clinical strains was
essential oil with minimal inhibitory concentration (MIC) >0.07% v / v, ethyl acetate fraction
(F4) with MIC > 0.25 mg / mL and the compound PA-1 MIC = 0.125 mg / mL. Plant samples
were bacteriostatic at 2x and 4x MIC and bactericidal at 100 mg / ml. The EA and essential
oil fraction showed synergism with vancomycin. A significant reduction in abscess volume,
bacterial cell count in the abscess binders and inflammatory scores was observed in the HE
and EA fraction treated groups. Samples were effective in treating the animals in a dose-
dependent manner. The present study proved the efficacy of the fractions of P. amboinicus

against MRSA using in vitro and in vivo assays.

Key words: Plectranthus amboinicus, methicillin resistant S. aureus, antimicrobial, in vivo.



1. INTRODUCAO

1.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende diversas espécies e subespécies que se
encontram amplamente distribuidas na natureza, sendo principalmente encontradas na pele,
membranas e mucosas de aves e mamiferos (SANTOS et al., 2007). O género Staphylococcus
foi proposto em 1884 por Rosenbach e inserido dentro da familia Micrococcaceae. Estudos de
biologia molecular, perfis de &cidos graxos, composicdo da parede celular e estudos com
RNA ribossdomico 16S promoveram a inclusdo do género Staphylococcus em uma nova
familia, a Staphylococcaceae (GARRITY; HOLT, 2000) Atualmente, ja sdo 42 espécies
descritas dentro do género (NCBI, 2006), sendo a maioria coagulase negativa. A sintese desta
enzima parece ser restrita ao S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S.
hyicus e S. delphini (KONEMAN et al., 2008).

Os microrganismos do género Staphylococcus apresentam forma de cocos, ocorrendo
na forma de células isoladas, em pares, tétrades e cadeias curtas, porém tendem a aparecer em
grupos semelhantes a cachos de uva e com col6nias grandes, redondas e dourado-amarelas
(Figura 1). S3o Gram positivas, possuem diametros que variam entre 0,5 e 1,5 pum, imoéveis,
catalase-positivas, e ndo formam esporos. Praticamente todas as espécies de Staphylococcus
sdo anaerdbias facultativas, mas possuem crescimento mais rapido em aerobiose. Sao
microrganismos mesofilos, com temperatura 6tima de crescimento de 37° C e pH 6timo de 6 a
7 (KLOOS; BANNERMAN, 1999).

Dentre as espécies do género Staphylococcus, destaca-se Staphylococcus aureus
(coagulase-positiva)como a mais envolvida em doencas em seres humanos, seguida de duas
espécies coagulase-negativas S. epidermidis e S.saprophyticus (KONEMAN et al., 2008). Em
amostras clinicas humanas, é suficiente a identificacdo da coagulase para a distin¢do de S.
aureus dos demais estafilococos patogénicos. No entanto, esse procedimento fenotipico ndo
diferencia S. aureus das demais espécies coagulase-positivas do género, as quais sdo de

interesse veterinario.



Figura 1. Col6nias de Staphylococcus aureus em placa contendo meio agar Mueller
Hinton (AMH) (A) e caracteristica morfotintorial das bactérias em esfregaco corado pela

técnica de Gram (B).

A espécie Staphylococcus aureus foi descrita pela primeira vez por Alexsander
Ogston, em 1880, em material obtido de lesdes purulentas de membro inferior de um paciente
(OGSTON, 1884). De acordo com 0 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,a
classificacdo taxondmica de Staphylococcus aureus segue a seguinte sequéncia: Filo:
Firmicutes, Classe: Bacilli, Ordem: Bacillales, Familia: Staphylococcaceae, Género:
Staphylococcus, Espécie: S. aureus.

S. aureus é uma bactéria ubiqua, altamente resistente as condi¢bes adversas
ambientais, tais como ambientes secos ou com concentracdes elevadas de sal, o que facilita a
colonizagdo temporaria ou permanente da pele e mucosas (MATOUSKOVA; JANOUT,
2008). Estima-se que de 20 a 40 % dos adultos sejam carreadores permanentes, sendo as
narinas os sitios de colonizacdo mais frequentes. Outros sitios incluem o perineo, a faringe, as
axilas, a regido inguinal e, com menor frequéncia, o trato gastrointestinal (WERTHEIM et al.,
2005).

A transmissdo do S. aureus ocorre por contato direto ou indireto com a bactéria.
Individuos de todas as faixas etarias podem ser acometidos, com énfase para as criangas com
idade inferior a cinco anos ou em determinadas situacfes predisponentes, como diabetes
mellitus, insuficiéncia renal cronica, insuficiéncia hepatica cronica, desnutri¢do grave, fibrose
cistica, usuarios de droga endovenosa e pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (MELISH; CAMPBELL, 1998).

S. aureus é capaz de desencadear uma série de doencas, desde formas brandas como

foliculite, impetigo, furdnculo e carbinculo, até infeccBes que envolvam risco de vida, tais



como meningite, sindrome do choque tdxico, pericardite, endocardite, pneumonia, entre
outros (HINRICHSEN et al., 2005). Os fatores mais comuns que predispdem um individuo a
infeccdes estafilococicas mais graves sdo defeitos na quimiotaxia dos leucdcitos, defeitos na
opsonizacdo da bactéria por anticorpos ou componentes do complemento, defeitos na
destruicdo intracelular ap6s fagocitose, presenca de corpos estranhos, injdrias de pele e
mucosas, infeccbes virais, e outras condi¢des clinicas como, diabetes, ma nutricdo e idade
avancada e uso irracional de antimicrobianos (KONEMAN et al., 2008).

A infeccéo e colonizacgéo dos tecidos por S. aureus decorrem de uma grande variedade
de fatores de viruléncia, incluindo toxinas tais como as citotoxinas alfa, beta, delta e gama,
leucocidina de Panton-Valentine (LPV), toxinas esfoliativas A e B, enterotoxinas A-E, G-l e a
toxina da Sindrome de Choque Térmico TSCT-1 (antiga enterotoxina F). As enzimas mais
conhecidas sdo a coagulase e a catalase, entre outras, como as lipases, nucleases,
hialuronidase, fibrinolisina e PB-lactamases (KONEMAN et al., 2008). Os constituintes da
parede celular de S. aureus, toxinas e enzimas e suas funcdes estdo apresentadas nas Tabelas 1
e 2.

Tabela 1. Constituintes da parede celular do S. aureus que contribuem para a inducao

de resposta imunolégica no hospedeiro (Fonte: SANTOS et al., 2007).

Constituinte Definicéo e funcao

Acido tecoico  Polissacarideo espécie-especifico constituido de fosfato de ribitol e N-
acetilglucosamina, capaz de ativar a via alternativa do complemento e
estimular a producéo de citosinas

Glicanopeptidio Polimero de polissacarideo que atua como agente quimiotatico para
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e induz a producdo de IL-1 e
opsoninas

Proteina A Proteina ligada ao peptidioglicano presente em mais de 90 % das cepas de
S. aureus e que se liga a porcdo Fc da molécula IgG contribuindo para
geracdo de efeitos anticomplementares, quimiotaticos, antifagocitarios,
reacOes de hipersensibilidade e lesdo plaquetaria

Cépsula Estrutura polissacaridica que envolve a parede celular da maioria das cepas
de S. aureus protegendo-a da fagocitose mediada pelo complemento (C3b),
aumentando a viruléncia e a capacidade de invasdo dos tecidos e corrente
sanguinea

Adesinas Moléculas que fazem parte da estrutura do glicocalix e que se ligam aos
receptores quimicos encontrados na superficie das células epiteliais do
hospedeiro




Tabela 2. Enzimas e toxinas produzidas por S. aureus que participam dos mecanismos de

patogenicidade da bactéria.

Nome

Classe

Funcéo

[B-lactamases

Coagulase

Hialuronidase

Catalase

Alfatoxina

Betatoxina

Deltatoxina

Gamatoxina

PVL

Esfoliatina

TSST-1

Enzima

Enzima

Enzima

Enzima

Toxina

Toxina

Toxina

Toxina

Toxina

Toxina

Toxina

Inativa a ac¢do dos antibidticos B-lactamicos pela abertura
do anel B-lactdmico

Induz conversdo do fibrinogénio em fibrina,
independente da presenca do fon Ca* e dos fatores V, VI
e VII da coagulacdo sanguinea, provocando a deposicao
de fibrina em torno do microrganismo

Despolimeriza o é&cido hialurdnico, favorecendo a
disseminacdo do microrganismo pelos 6rgdos e tecidos
do hospedeiro.

Converte o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua,
inativando sua acao toxica sobre o microrganismo

E capaz de lisar hemécias e causar danos em plaquetas

Degrada a esfingomielina, provocando lesGes na
membrana de eritrocitos

Possui  propriedades tensoativas, atuando como
detergente e € responsavel pelos efeitos sobre a
membrana dos eritrdcitos, macrofagos, linfocitos,
neutréfilos e plaquetas

Atividade hemolitica, cujo mecanismo ndo esta
devidamente definido

Composta por dois componentes protéicos (S e F) que
atuam sinergicamente. Altera a permeabilidade da
membrana e ataca os leucécitos polimorfonucleares es
macrofagos

Promove a clivagem do extrato granuloso da epiderme,
causando sindromes cutaneas severas (sindrome da pele
escaldada e impetigo bolhoso)

Provoca febre, choque e envolvimento de sistemas
orgénicos multiplos, incluindo erup¢do cuténea
descamativa



Enterotoxinas (A-E) Toxina  Toxinas protéicas pirogénicas, termoestaveis,
responsaveis pela intoxicacdo alimentar, podendo
provocar vomitos e diarreias

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; PVL: leucocidina Panton-Valentine; TSST-1:
toxina da sindrome do choque tdxico.

1.2 Panorama historico e epidemioldgico de S. aureus resistente a meticilina

Na era pré-antibidtica, Staphylococcus aureus era considerada como um dos mais
importantes agentes causadores de infeccdes hospitalares graves, especialmente as cirurgicas.
Bacteremias por Staphylococcus aureus levavam ao 6bito 80 a 90% dos casos (SKINNER;
KEEFER, 1941).

A implantacdo da antibioticoterapia no inicio da década de 1930, com 0 emprego da
sulfanilamida (descoberta por Gerard Domagk, em 1932), aparentemente ditava o fim das
enfermidades causadas por doencas infecciosas. Contudo, observa-se que, ja no final daquela
década, surgiam as primeiras cepas de S.aureus resistentes aquele quimioterapico. No inicio
da década de 1940, com a introducdo da penicilina, houve uma melhora no prognéstico das
doencas infecciosas bacterianas, no entanto, relatos de cepas resistentes a penicilina
comecaram a surgir apos dois anos (RAMMELKAMP & MAXON, 1942). S. aureus passou a
desenvolver a capacidade de produzir B-lactamase (penicilinase), capaze de hidrolisar o anel
B-lactamico da penicilina, tornando-a inativa. Em 1944, apenas 5% dos S. aureus eram
resistentes a penicilina, enquanto que em 1960 essa resisténcia ja era superior a 80%, tanto
para cepas isoladas de infeccdes hospitalares como aquelas adquiridas na comunidade. A
resisténcia antimicrobiana estendia-se a outros antibioticos beta-lactdmicos, como a
amoxicilina e ampicilina (BARRETT et al., 1970). Este padrdo de resisténcia era em primeiro
lugar emergente em hospitais e, em seguida, disseminava-se para a comunidade. Este é um
padrdo bem estabelecido que se repete a cada nova onda de resisténcia antimicrobiana nos
dias atuais (CHAMBERS, 2001).

Em 1959, o isolamento do acido 6-aminopenicilanico, um precursor do anel [-
lactdmico, tornou possivel a producdo de penicilinas semi-sintéticas. Modificacdes na cadeia
desse precursor das penicilinas resultaram em prote¢do do anel B-lactamico contra a agéo
hidrolitica das B-lactamases. Os primeiros desses agentes antimicrobianos disponiveis para
uso clinico foram a oxacilina e a meticilina, que solucionaram temporariamente o problema

causado pela resisténcia do S. aureus a penicilina. Porém, o uso desses agentes foi



rapidamente seguido do surgimento de cepas resistentes, descritas a partir de 1961, sendo
estas identificadas pela sigla MRSA (Methicillin resistente Staphylococcus aureus)
(JEVONS; BARBER, 1961).

Desde entdo, o nimero de casos de infeccdo por MRSA aumentou vertiginosamente
em vérias partes do mundo, principalmente na Europa (KAYSER, MAK, 1972), nos Estados
Unidos da América (EUA) (SABATH et al., 1968) e na Austrdlia (MCDONALD et al.,
1981). Em diversas areas, a vigilancia epidemiolégica constatou um aumento da frequéncia
do achado de isolados de MRSA no ambiente hospitalar (JESSEN et al., 1969; PAVILLARD
et al., 1982), e aumento na proporcdo de infecgdes nosocomiais (KAYSER, MAK, 1972).
Havia grande preocupagdo que a maioria dos isolados de MRSA, além de produzirem f-
lactamase, eram reservatorios de determinantes de resisténcia para uma variedade de outros
antimicrobianos, incluindo as quinolonas, estreptomicina, tetraciclina, sulfonamidas,
cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, o acido fusidico, gentamicina e neomicina (LYON,
SKURRAY, 1987).

Na maioria das vezes, as taxas de infeccdo pelo MRSA baseiam-se em estudos
cientificos publicados, pois ainda sdo raros os paises que realizam programas de vigilancia
epidemiolédgica do MRSA. Em estudo realizado por SENTRY (1998), que incluia hospitais
dos EUA, Canadéa e Europa, verificou que S. aureus era responsavel por 22% das infeccBes
sistémicas, 23,2% das infeccBes do trato respiratdrio, e 39,2% das infeccBes de pele e
mucosas (PFALLER et al., 1998). Entre 1997 e 1999, a prevaléncia de enfermidades causadas
por MRSA foi de 23% na Austrélia, 67% no Japédo, 35% na América Latina, 32% nos EUA e
26% na Europa (DIEKEMA et al., 2001). Estudo realizado entre os anos de 2004 e 2007
detectou que 48,3% de amostras de Staphylococcus aureus isoladas em 33 centros da América
Latina eram resistente a meticilina (ROSSI et al., 2008).

No Brasil, a ampla distribuicdo de casos de MRSA alertam para a necessidade de um
programa de vigilancia que desenvolva estratégias para melhorar o controle e tratamento na
colonizacdo e infeccdo por MRSA. A prevaléncia de infeccbes por MRSA em servicos de

salde atinge indices elevados, variando de 54 a 93 % (Figura 2).



E% [15]

A7 [15], 34% [21]

25% [15]; 25% [16] 54% [16), 83% [17], 64% 18]

B0% [15], 85% (19]

BOLIVIA 350, [15); 55% [16] |

pmmum,{ 44% [15]; 30% [16] |

B4% [15]

UR UGUMI 59% [15]; 24% [16] |

= i vy
GUATEMALAS .
20% [15] Wf_
chsmmm = N ARGENTINA =] 42% [15]; 51% [16] |

Figura 2. Prevaléncia de infec¢bes hospitalares causadas por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina em paises da América Latina. (Fonte: GUZMAN-BLANCO et al.,
2009).

Além do custo humano, é importante ressaltar o alto custo econdémico relacionado com
0 aumento de infeccdes por MRSA. Um dos fatores que mais contribuem com o custo
econdmico decorrente de infeccGes nosocomiais causadas por MRSA é o aumento do tempo
de permanéncia do paciente no hospital (BJORHOLT et al., 2004). NULENS et al., 2008,
verificaram em um hospital universitario alemédo, que a média de permanéncia dos 22.400
pacientes internados anualmente era de 8,4 dias, no entanto, a média elevava para 39,9 dias
entre aqueles que contraiam bacteremia por MRSA.

Estudo realizado em um hospital nos EUA revelou que as infecgdes sistémicas
causadas por MRSA levavam a um aumento do tempo de permanéncia do paciente no
hospital em 40%, e consequentemente, a elevacdo do custo do tratamento em pelo menos 32%
(KOPP et al., 2004). Um hospital universitario na Finlandia estimou o custo do tratamento de
14 meses decorrentes de um surto de MRSA, como sendo de U$ 1.279.385,00 (KANERVA et
al., 2007).

No entanto, 0 MRSA ndo pode mais ser considerado um patdgeno relacionado
exclusivamente as infeccGes associadas ao ambiente hospitalar. A partir dos anos 1990,
comecaram a ser relatados casos de infecgdes por MRSA na comunidade (CA-MRSA,

community associated methicillin resistantStaphylococcus aureus), em pacientes sem fatores



de risco, conhecidos para aquisi¢do de MRSA, ou seja, ndo apresentavam contato frequente,
direto ou indireto, com servicos de saude que pudessem de alguma forma, predispor o
paciente a infeccbes por MRSA. Desta forma, 0 MRSA passou a acometer individuos na
comunidade, provocando infec¢des de pele, de mucosas e pulmonares, levando a altos indices
de morbi-mortalidade (CHAMBERS, 2001; CDC, 1999; WEBER, 2005).

O primeiro relato de CA-MRSA ocorreu em 1993 na Austrélia, isolado de amostras de
populacdes aborigenes (UDO et al., 1993) e, em 2002, ganhou atencdo nos Estados Unidos
apos surtos de infeccdes cutaneas em atletas na cidade de Los Angeles (CDC, 2003). Na
América do Sul, infeccbes causadas por MRSA em pacientes ndo hospitalizados foram
observadas inicialmente no Uruguai em 2001 (MA et al., 2005). J& no Brasil, o primeiro
registro de infeccdo por CA-MRSA foi relatado por RIBEIRO et al. (2005) e, mais
recentemente, também foi relatado o primeiro caso de infeccdo grave (ROZENBAUM et al.,
2009).Estudos nos EUA e na Europa tém demonstrado que o CA-MRSA esta emergindo
como um patdgeno de relevancia a nivel de Salde Publica, visto que infecgBes de maior
gravidade tem sido relatadas entre criancas e adultos clinicamente saudaveis
(VANDENESCH et al.; VAN DER FLIER et al.; MONGKOLRATTANOTHAI et al., 2003;
FRANCIS et al., 2005). A Figura 3 apresenta o perfil da evolucdo da resisténcia

antimicrobiana de S. aureus aos antibioticos beta-lactamicos.
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Figura 3. Evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Staphylococcus

aureus.S. aureus resistente a penicilina ou PRSA; S. aureus resistente a meticilina ou MRSA;




S. aureus resistente a meticilina adquiridos ou associados a comunidade (CA-MRSA). (Fonte.
BUSTOS-MARTINEZ et al., 2006)

Além de CA-MRSA infectarem individuos sem fatores de risco aparentes, essas cepas
possuem perfis de resisténcia e viruléncia peculiares. Quanto a resisténcia, elas sdo menos
resistentes a outras classes de antimicrobianos nao B-lactamicos do que os MRSA (DAUM,
2007; KAPLAN, 2005). Apresentam uma sensibilidade a antimicrobianos, como
clindamicina, gentamicina, ciprofloxacina, sulfametaxazol/trimetoprim e vancomicina, que
varia de 85% a 100%, e resisténcia apenas a oxacilina e a outros f-lactdmicos (LOPES, 2005;
RIBEIRO et al., 2005). Em relacéo a viruléncia, nas cepas CA-MRSA existe alta prevaléncia
dos genes que codificam a producdo da leucocidina de Panton-Valentine, uma exotoxina
associada a infeccdes graves de pele e de partes moles, bem como a pneumonia necrosante
(GILLET et al., 2002). Apesar de diversos estudos publicados sobre possiveis diferencas
quanto a viruléncia entre os S. aureus sensiveis e 0s resistentes a meticilina, ndo ha, até o
momento, evidéncias conclusivas sobre essa questdo (ROZGONY!I et al., 2007).

A maioria das infeccBes hospitalares causadas por MRSA esta associada com um
namero relativamente pequeno de clones epidémicos disseminados nos varios continentes.
Durante a ultima década, cinco clones de MRSA foram identificados pela combinacdo de
diferentes métodos de tipagem molecular, sendo eles conhecidos como clone Ibérico,
Brasileiro, Hungaro, Nova-lorquino-Japonés e pediatrico (HIRAMATSU et al., 2001;
ZHANG et al., 2005; SZCZEPANIK et al., MAREE et al., 2007; SCRIBEL et al., 2009).

As cepas MRSA restringiram o uso da antibioticoterapia no combate as infec¢des por
S. aureusa vancomicina e teicoplanina. A vancomicina é um glicopeptidio conhecido desde
1956, quando foi colocado a disposi¢do da Medicina gracas a Cormick.Entretanto, foi deixada
a parte justamente devido ao sucesso da meticilina, da oxacilina e de outras
isoxazolilpenicilinas. A vancomicina é eficiente no tratamento das infeccdes causadas pelas
cepas MRSA, apesar de apresentar efeitos nefrotoxicos e ototoxicos (SRINIVASAN et al.,
2002; VELAZQUEZ-MEZA, 2005). Lamentavelmente, ja existem cepas resistentes a esse
glicopeptidio, as conhecidas cepas VRSA (vancomycin resistente S. aureus). O aumento do
uso da vancomicina provocou uma pressdo seletiva, que levou ao surgimento de
Staphylococcus aureus coagulase-negativo com sensibilidade reduzida a vancomicina e a
outros glicopeptidios (TIWARI; SEN, 2006).

Em 1996, foi identificado no Japdo o primeiro isolado de S. aureus com

suscetibilidade reduzida a vancomicina (vancomycin intermediateStaphylococcusaureus
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[VISA]) (HIRAMATSU, 1998). Desde entéo, diversos relatos de isolados de VISA ocorreram
no mundo, inclusive no Brasil (OLIVERIA et al., 2001). Em junho de 2002, o primeiro
Staphylococcus aureus com resisténcia plena a vancomicina foi identificado em Michigan,
EUA (WEIGEL et al.; CHANG et al., 2003). QOutras cepas resistentes foram relatadas em
alguns paises, além do Brasil e Jordania (PALAZZO et al., 2005; BATAINEH, 2006)

Hoje, felizmente, ainda existem alternativas terapéuticas contra as cepas resistentes
aos glicopeptidios teicoplanina e vancomicina, como as estreptograminas (quinupristina/

daltopristina), as oxazolidinonas e as associagdes de antibioticos, como vancomicina ¢ [-

lactdmicos (TAVARES, 2002).
1.3 Sthaphylococcus aureus resistente a meticilina

Os alvos de atuacdo dos antibidticos B-lactimicos sdo enzimas com fungdo de
transpeptidases e que atuam nas etapas finais da formacdo da parede celular das bactérias.
Essas enzimas, por se ligarem aos antibidticos B-lactamicos, sdo chamadas de PBP (protein
binding penicillins). As PBPs sdo proteinas de membrana que estdo envolvidas na biossintese
da parede celular, promovem a formagdo das pontes transversas de pentaglicinas do
peptideoglicano, através da ligacdo da D-alanina de uma cadeia peptidica com a L-lisina da
cadeia subsequente. Os antibioticos p-lactamicos, ao inibirem as PBPs, impedem a formagéo
da camada de peptidoglicano da parede celular, o que acarreta na morte bacteriana
(GUIGNARID, et al., 2005). Cepas susceptiveis de S. aureus produzem quatro PBPs, ou seja,
PBP 1, 2, 3 e 4, sendo as PBPs 1, 2 e 3 consideradas como principais alvos dos B-lactdmicos
(BOYLE-VAVRA et al., 2003).

A resisténcia a meticilina surgiu devido a uma alteracdo na PBP. A nova proteina, a
PBP2a, possui menor afinidade pela maioria dos antibidticos B-lactamicos, e tem sido
considerada como pré-requisito para o alto nivel de resisténcia a estes antimicrobianos em
isolados de MRSA. A producdo da PBP2a confere resisténcia a todos osantibidticos -
lactdmicos, uma vez que possui baixa afinidade para os mesmos (DE JONGE et al., 1993).

O nivel de resisténcia a meticilina, definida pela concentracdo inibitéria minima —
CIM,depende da quantidade da producdo da PBP2a, que € influenciada por varios fatores
genéticos. A expressdo fenotipica da resisténcia dos MRSA pode ser homogénea ou
heterogénea. Na resisténcia heterogénea, apenas uma pequena fragdo da populacdo expressa
resisténcia antimicrobiana (10° a 10®). Um fendtipo menos frequente é a resisténcia

antimicrobiana homogénea, onde toda a populagéo de células é altamente resistente. Assim a
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expressao de resisténcia a meticilina em MRSA pode variar em diferentes cepas, desde a CIM
de 1,5 pg/mL, muito proxima da CIM de cepas suscetiveis, at¢ 800 pg/mL em culturas
uniformemente resistentes (EL-ADHAMI & STEWART, 1997).

S. aureus que possuem 0 gene mecA e, consequentemente a PBP2a, apresentam uma
forma de resisténcia a meticilina designada por intrinseca. Quando estes dois elementos estdo
ausentes poderd tratar-se de um S.aureus sensivel a meticilina (MSSA) ou com
susceptibilidade reduzida a meticilina. Este ultimo tipo designa-se por BORSA (borderline-
resistant S. aureus), quando possui uma hiperproducdo de penicilinase estafilocdccica, ou
MODSA (methicillin intermediate S.aureus) quando possui PBPs normais, mas com baixa
afinidade aos antibidticos B-lactamicos. Tanto o BORSA como o0 MODSA sdo geneticamente
distintos do MRSA, néo se sabendo ao certo o seu significado clinico ou epidemioldgico, no
entanto, ao contrario do MRSA, parecem que contra ambos podem ser tratados com as
penicilinas resistentes as -lactamases e cefalosporinas (HARTSTEIN et al., 2004).

A PBP2a ndo tem origem na espécie de S. aureus, uma vez que ndo ha nenhum alelo
equivalente do gene mecA em cepas de MSSA. A identificacdo de um gene homdlogo ao
mecA, presente em grande nimero de isolados de Staphylococcus sciuri, indica a origem extra
espécie deste gene. O gene mecA de S.sciuri e deMRSAapresentam 88% de similaridade entre
os aminoacidos. Apesar da similaridade, isolados de S. sciuri carreadores do gene homdlogo
ao mecA ndo apresentam resisténcia intrinseca a meticilina, presumindo-se que este gene,
nativo do S. sciuri, apresenta funcdo bioldgica ndo relacionada com a resisténcia a
antibidticos. Por outro lado, a diferenca entre as sequéncias é suficiente para indicar que S.
aureus ndo adquiriram o gene mecA diretamente das cepas de S. sciuri (COUTO et al., 2003)

Uma analise comparativa de trés genomas de S. aureus revelou que, dentro de um
plano genético relativamente constante, a plasticidade nas espécies é conferida por
transferéncia horizontal de elementos genéticos de origem desconhecida, que se inserem no
genoma (ITO et al., 2003). As cepas de MRSA, em sua evolucao e protecdo contra a pressao
seletiva, adquiriram e integraram ao seu genoma um elemento genético mével de 21 a 67 kb,
denominado staphylococcal cassette chromosome (SCCmec), que contém o gene de
resisténcia a meticilina (mecA) e outros determinantes de resisténcia a antibidticos plasmideos
e transposons (Tabela 3) (ITO et al., 2001; MA et al., 2002). Além disso, contém genes
regulatérios (mecl — repressor do gene mecA e mecR1 — indutor do gene mecA), sequéncia de
insercdo e genes que codificam para as recombinases (ccr) responsaveis pela excisdo e
mobilidade deste elemento, ver Figura 4 (ITO et al., 2001). Alguns genes, denominados genes

auxiliares, fatores essenciais ou genes fem (factor essential for methicilin resistance),
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auxiliam o gene mecA a expressar um alto nivel deresisténcia aos betalactdmicos. Foram
identificados muitos desses genes fem, denominados femA, femB, femC, femD, femE e femF
(VANNUFFEL et al., 1995).

Tabela 3. Plasmideos e transposons que integram o staphylococcal cassette
chromosome (SCCmec) e conferem resisténcia a antimicrobianos (Fonte: 1TO et al., 2003).

Elemento genético mével  Genes de resisténcia  Resisténcia SCCmec
Transposons
Tn554 ermA grupo MLS Tipo Il e 111
ant(9) espectinomicina
Tn5801 tetM tetraciclina Tipo I
Tn4001 aacA-aphD Aminoglicosideos Tipo I
Tn552 blaz B-lactamicos Tipo ll e IV
yTn554 cadA Cadmio Tipo 11l
Plasmideos
pUB110 Ant(4) aminoglicosideos Tipo lell
bleO bleomicina
PN315 e pMW2 Blaz no Tn552 B-lactamicos Tipo lle IV
pMu50 gacA aacA-aphD antisépticos Tipo I
pl1258 merA penicilina e mercuario Tipo 11
pT181 tetK tetraciclinas Tipo 111
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NOTA: IS indica os elementos 1S431 (o mesmo que 1S257) que ladeiam o plasmideo
de resisténcia a tobramicina pUB110. Tn554 é um transposon contendo o gene ermA, que
codifica a resisténcia induzida a eritromicina.

Figura 4. Localizacdo do gene mecA no elemento genético SCCmec de S.aureus
resistente a meticilina (Fonte: CHAMBERS, 1997).

Até o momento, sete tipos diferentes de SCCmec (I-V11) ja foram descritos, 0s quais se
diferem entre si quanto a composicao do complexo mec e os genes ccr (SOUSA et al., 2005;
REINERT et al., 2008; DEURENBERG et al., 2009). As cepas hospitalares de MRSA estdo
geralmente associadas com os tipos I, 1l e 11, enquanto que os isolados de CA-MRSA estédo
associadas ao tipo IV e, menos frequentemente, ao tipo V e VII (SOUSA et al., 2005;
KLUYTMANS et al., 2006).

Os elementos genéticos SCCmec tipos I, IV, V, VI e VII contém o gene mecA como o
unico determinante de resisténcia, causando resisténcia apenas a antibidticos B-lactamicos,
enquanto que os tipos Il e Il contém multiplos determinantes para a resisténcia, como
plasmideos integrados e transposons, e sdo responsaveis pela multirresisténcia normalmente
encontrada em cepas de MRSA hospitalares (SOUSA et al., 2005; ZETOLA et al., 2005;
BOYLE-VAVRA et al., 2007). Entretanto, devido ao seu maior tamanho, a transferéncia
horizontal dos elementos SCCmec tipo Il e 11l € mais dificil de ocorrer, quando comparados
com os demais tipos de SCCmec (ZETOLA et al., 2005; BOYLE-VAVRA et al., 2007).



14

Devido ao seu menor tamanho e auséncia de outros genes de resisténcia, as cepas
SCCmec tipo IV sdo provavelmente mais moveis, o que facilitaria sua transferéncia horizontal
entre as espécies (COHEN, 2005).

O gene mecA é regulado pelo sistema de genes regulatérios mecl/mecR1, que estdo
presentes no genoma do MRSA. Eles codificam para as proteinas repressora Mecl e indutora
MecR1, respectivamente, sendo esta Ultima denominada de proteina transmembrana
sinalizadora sensivel ao antibiotico B-lactamico (DEURENBERG, STOBBERINGH, 2008).

A proteina Mecl, quando presente, reprime a transcricdo do gene mecA e do par de
genes mecR1-mecl na auséncia de antibidticos B-lactdmicos, através da ligacdo a regido
operadora destes genes no DNA bacteriano. Isso significa que quando ndo houver antibioticos
desta classe no meio ambiente a que a bactéria esta exposta, ndo ocorrera transcricdo do gene
mecA até a proteina PBP2a nem transcricdo dos genes reguladores do mecA. Porém, na
presenga de um antibiotico B-lactdmico, a proteina transmembrana sinalizadora sensivel a j3-
lactdmicos (MecR1) é auto clivada e o dominio metaloprotease, que esta localizado na parte
citoplasmatica dessa proteina, torna-se ativo. Esta metaloprotease cliva a proteina Mecl, que
por sua vez, estava ligada a regido operadora do mecA, permitindo assim a transcri¢do do gene
e a subsequente producdo da conhecida proteina alterada PBP2a (DEURENBERG,
STOBBERINGH, 2008).

1.4 Métodos de identificacdo laboratorial das estirpes MRSA

Diversos métodos tém sido utilizados para a deteccdo da resisténcia a oxacilina no
Staphylococcus aureus. Essa detec¢do muitas vezes pode ser dificil, principalmente devido ao
fendmeno da heterorresisténcia. Os métodos historicamente mais usados baseiam-se em
modificagdes na tentativa de aumentar a expressdo da resisténcia a oxacilina. Tais
modificagdes incluem alteracdo da temperatura de incubacgdo a 33-35°C, ao invés de 37°C, do
tempo de incubagdo de 24 horas, ao invés de 16-18 horas, e adi¢do de cloreto de sodio ao
meio de cultura.

A presenca de estafilococos identificados como sendo resistentes a oxacilina devem
ser relatados como resistentes a outros [-lactamicos (penicilinas, carbapenémicos,
cefalosporinas e combina¢des de [-lactimicos com inibidores de [-lactamases),
independentemente dos resultados dos testes in vitro (CHAMBERS, 1997; VELASCO et al.,
2005).
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1.4.1 Disco difusédo

Este teste permite a classificacdo da maioria das cepas bacterianas como suscetiveis,
intermedidrias ou resistentes a uma variedade de agentes antimicrobianos. O método
apresenta diversas vantagens, uma vez que se trata de uma técnica simples, de baixo custo, de
boa reprodutibilidade, e fornece resultados de facil interpretagéo.

O teste consiste na aplicagio de um inoculo padronizado de bactérias
(aproximadamente 1- 2 x 10° UFC/mL) a superficie de uma placa de 4gar Mueller-Hinton.
Discos de papel-filtro impregnados com uma concentragéo fixa de antibidtico sdo colocados
na superficie inoculada do &gar. As placas sdo incubadas por 16-18 horas em atmosfera
ambiente a 35°C. Os diametros das zonas de inibi¢do de crescimento ao redor de cada disco
de antibidtico sdo medidos em milimetros examinando-se a placa com luz refletida (CLSI,
2009).

Para o S. aureus, o teste com disco de cefoxitina é comparavel ao disco de oxacilina
para a deteccdo de resisténcia a oxacilina mediada por mecA; o teste com disco de cefoxitina é
mais facil de ser lido, sendo o método preferido. De acordo com o resultado da cefoxitina, é
reportado o resultado da oxacilina como suscetivel ou resistente. Se o resultado obtido for
intermediario para oxacilina, deve-se realizar o teste para deteccdo do gene mecA ou PBP2a e
a CIM, ou o teste de triagem em &gar com oxacilina (CLSI, 2009).

1.4.2 Teste de screening com oxacilina

Outro teste que pode ser utilizado para detec¢do da resisténcia com boa acurécia é o
teste de screening, com placa contendo AMH suplementado com 4% de NaCl e 6 pg/mL de
oxacilina (CAVASSINI et al., 1999; SWENSON et al., 2001; SAKOULAS et al., 2001). Uma
grande vantagem do teste é o0 baixo custo, sobretudo quando se deseja testar varios isolados ao

mesmo tempo e apenas para oxacilina, por exemplo, em estudos de vigilancia epidemioldgica.

1.4.3 Determinacdo da concentracao inibitoria minima

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) da oxacilina para 0s
estafilococos inclui métodos de diluigdo em &gar e em caldo (macrodilui¢do e microdiluicdo),
e de gradiente de difusdo em agar (E-test). Apesar dos métodos possibilitarem uma avaliagdo

quantitativa da resisténcia a oxacilina e de serem métodos muitas vezes considerados padrdes,
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0S mesmos parecem ndo possuir acuracia maior do que os testes fenotipicos qualitativos
(SWENSON et al., 2001; GRADELSKI et al., 2001; VELASCO et al., 2005). No entanto,
devido a existéncia de outros mecanismos de resisténcia, esses métodos podem e devem ser
utilizados como confirmatérios e/ou auxiliares em isolados nos quais o padrdo de

suscetibilidade é duvidoso ou de dificil diagnostico.

1.4.4 Teste de aglutinacdo com particulas de latex para deteccdo de PBP2a

Testes para detec¢do do gene mecA ou a proteina gerada por sua expressao, a proteina
PBP2a, sdo os métodos mais acurados para avaliar a resisténcia a oxacilina e podem ser
usados para confirmacdo dos resultados de disco difusdo dos isolados de S. aureus (CLSI,
2008).

A técnica de aglutinacdo com particulas de latex é rapida e de facil execucdo. Consiste
na deteccdo de PBP2a extraida de coldnias teste. O método baseia-se na aplicacdo de
particulas de latex impregnadas com anticorpos monoclonais reativos com PBP2a, que
quando presente na amostra, reage promovendo aglutinacdo macroscopicamente visivel. Em
amostras de MRSA cultivadas em &gar sangue, estudos reportam uma sensibilidade de 98,5 —
100% e uma especificidade de 100%. Entretanto, colénias cultivadas em meios seletivos,
contendo substancias como NaCl, oxacilina ou meticilina, podem afetar a reatividade do teste,
principalmente quando se trata de isolados heterogéneos que ndo apresentam bom
crescimento em meios seletivos (BROWN, 2001).

Isolados de S. aureus que possuem 0 gene mecA, ou que produzem PBP2a, devem ser
reportados como sendo resistentes a oxacilina e, na auséncia do gene ou da proteina,
reportados como suscetiveis. Devido a ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia que
ndo a presenca do gene mecA, isolados no qual a CIM para oxacilina for > 4 pg/mL e gene
mecA ou PBP2a negativos, o isolado deve ser reportado como oxacilina-resistente. Esses

isolados devem apresentar-se como suscetiveis a cefoxitina (CLSI, 2008).

1.4.5 Métodos automatizados

Em relagdo aos métodos automatizados, como o Vitek e o MicroScan, sua acuracia foi
avaliada em alguns estudos. E dificil comparar os resultados dos mesmos, visto que ha
frequentes mudancas de software e diferentes cartdes ou paineis séo disponibilizados. Alguns

estudos demonstraram acurdcia comparavel a dos testes de disco-difusdo, porém outros
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evidenciaram sensibilidade e especificidade baixas, se cepas heterorresistentes ou borderline
forem testadas (SWENSON et al., 2001; FELTEN et al., 2002).

1.4.6 Meios cromogeénicos

Outros métodos que podem ser utilizados incluem alguns meios cromogénicos, como
MRSASelect (Bio-Rad), MRSA ID (BioMeérieux), ORSAB (Oxoid), CHROMagar MRSA,
entre outros. Em termos de acuracia, esses meios parecem ndo oferecer grande vantagem em
relacdo aos demais métodos fenotipicos ja discutidos, apesar de serem préticos por possibilitar
0 isolamento de S. aureus e a avaliacdo da resisténcia a oxacilina em apenas uma etapa
(DIEDEREN et al., 2005; CHERKAOQUI et al., 2007).

1.4.7 Reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo do gene mecA

A deteccdo do gene mecA por métodos moleculares, tais como a rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR), é considerada o padrdo ouropara avaliacdo qualitativa da resisténcia a
oxacilina. Alguns trabalhos relatam o uso de PCR simultaneo para deteccdo dos genes femA e
mecA para identificacdo de MRSA (OLIVEIRA et al. 2002).

E importante lembrar que isolados mecA-positivos (ou PBP2a-positivos) devem ser
relatados como resistentes a oxacilina, no entanto, isolados mecA-negativos (ou PBP2a-
negativos) devem ser relatados como sensiveis apenas se a CIM para oxacilina for <2 pg/mL
devido a ocorréncia, ainda que rara, de outros mecanismos de resisténcia como superproducéo
de B-lactamases e presenca de PBPs modificadas (CHAMBERS et al., 1997; CLSI, 2007).

1.4.8 Eletroforese em campo pulsado

Outro método utilizado para a genotipagem de estafilococos ¢ o PFGE (pulsed-field
gel electrophoresis). Indicado para estudos com finalidade epidemioldgica (CHANG et al.
2000), é particularmente util na investigacao de surtos hospitalares (TEIXEIRA et al. 1995).

No PFGE, as enzimas de restricdo reconhecem sitios pouco frequentes, o que resulta
em fragmentos de DNA grandes. O nimero de fragmentos varia de um isolado para outro. A
combinacdo desses fatores possibilita a formacdo de padrdes eletroforéticos de facil anélise e
comparacdo (SADER et al. 1994; BANNERMAN 1995).
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O PFGE tem sido considerado um método padrdo ouropara a tipagem de MRSA em
razdo de seu elevado poder discriminatorio, sua alta reprodutibilidade e sua boa correlacdo
com dados epidemiologicos (SENNA et al., 2002). Um exemplo de uso pratico deste método
foi o trabalho realizado por SADER et al., 1994, onde a digestdo com a enzima Smal e
posterior separacdo dos fragmentos por PFGE revelaram seis diferentes padrdes de
polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP) em cepas isoladas de diferentes hospitais
do Brasil. Cepas com idéntico padrdo foram encontradas em oito dos nove hospitais
investigados, demonstrando ampla disseminacdo de um mesmo clone de MRSA (SADER et
al., 1994).

1.5 Plantas medicinais como alternativa de novos medicamentos.

O uso de plantas medicinais se perde ao longo da histéria do ser humano que, em
busca de alivio as suas dores e enfermidades, foi impelido a analisar os fenbmenos da
natureza a fim de encontrar solucdes que pudessem minorar seus sofrimentos (BRAGANCA,
1996; DEVIENNE, 2004).

No Brasil, o uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades foi
influenciado pela cultura indigena, africana e asiatica, cujas marcas foram integradas em um
conjunto de principios que visam a cura de doencas e restituem ao homem a vida natural
(OLIVEIRA, 1999). No Brasil, podemos encontrar em toda extensdo territorial,
aproximadamente 50 mil espécies de plantas, porém grande parte é totalmente desconhecida e
apenas uma infima parte foi analisada e explorada para verificacdo de seu potencial medicinal
(DINIZ, 1997; SILVA et al., 2008).

A fitoterapia e/ou o uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular
e constitui um conjunto de saberes transmitidos, principalmente pela tradicao oral, de forma
perfeitamente articulada entre os diversos usuérios e praticantes (CARRARA, 2007). No
entanto, essa pratica vem perdendo forca a partir das décadas de 40 e 50, com a
industrializac&o dos medicamentos (BRAGANCA, 1996).

Observa-se que o tratamento terapéutico com plantas medicinais esta voltando a ser
incentivado nos dias atuais, sobretudo devido a alguns fatores, tais como a falta de acesso da
populacdo ao medicamento industrializado, necessidade de pesquisas com plantas medicinais
em busca de novos medicamentos, menor tempo e custos reduzidos para producdo de
medicamentos originados de plantas, e elevado grau de efeitos colaterais provocados por
medicamentos industrializados (SILVA et al., 2008).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), a pratica do uso de plantas
medicinais é tida como a principal opcao terapéutica de aproximadamente 80% da populacéo
mundial, sendo as plantas medicinais consideradas como a maior e melhor fonte de obtencéo
de farmacos para a humanidade (SANTOS, 1995).

Por esses e outros motivos, as plantas medicinais passaram a ser cogitadas por
profissionais da area da saude, e por instituicbes governamentais, como um recurso
terapéutico possivel de utilizacdo no atendimento de algumas necessidades dos servicos
basicos de saude. Isto pode ser observado atualmente em unidades de saide, onde parte dos
medicamentos essenciais ndo sdo suficientes para suprir a demanda dos usuérios.

O extrato bruto e o 6leo essencial sdo os derivados das plantas medicinais mais
utilizados na medicina popular. Os extratos vegetais sdo produtos resultantes de extracdo por
solventes e concentracdo por evaporacdo do liquido extrator de um vegetal convenientemente
preparado (COUTINHO, 2004). Nos extratos vegetais estdo presentes certas substancias que
conferem o mecanismo de acdo préprio daquele extrato contra alguns males. Sdo algumas
delas: flavonoides, taninos, alcaldides, mucilagens, terpendides, entre outros.

Os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos volateis de aroma forte e quase sempre
agradavel. Normalmente sdo elaborados a partir das folhas e com composi¢do quimica
bastante complexa a depender da parte da planta do qual é destilado, da hora do dia, da época
do ano, da variedade do vegetal, do tipo de solo e clima (LAVABRE, 1992). S&o constituidos
principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, alcodis, fendis, aldeidos, cetonas e
acidos organicos (SIANI et al., 2000).

Os Oleos essenciais possuem atividades antiinflamatéria, analgésica, sedativa,
expectorante, estimulante, antiparasitaria, diurética, anticonvulsivante e antimicrobiana
comprovadas cientificamente (CARDOSO, 2008; RADUNZ, 2001). Assim como 0s 06leos
essenciais, 0s extratos vegetais também sdo conhecidos por seu uso na medicina popular e
suas atividades terapéuticas. Muitas pesquisas tém comprovado a atividade antimicrobiana de
extratos vegetais de diversas plantas medicinais (CUNHA et al., 1995; GNAN; DAMELLO,
1999; KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001).

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de plantas
nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba, india, México e Jordania
que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais
para uso como antibacteriano e/ou antifingico (MARTINEZ ET AL., 1996; NAVARRO ET
AL., 1996; AHMAD & BEG, 2001; MAHASNEH ET AL., 1999; DUARTE ET AL., 2005).
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A busca de substancias vegetais com elevada atividade antimicrobiana é de extrema
importancia, pois além de esclarecer cientificamente o uso popular de muitas plantas
medicinais, garantindo seu uso seguro, nos proporciona a oportunidade de encontrar
compostos com atividade antimicrobiana muitas vezes superior aos farmacos atuais. A planta
Plectranthus amboinicus por se tratar de uma planta rica em metabdlitos com potenciais

antimicrobianos e anti-inflamatorios, tem sido alvo de intensos estudos.

1.6 Plectranthus amboinicus

1.6.1 Consideragdes botéanicas

A familia Lamiaceae contém varios géneros, tais como sage (Salvia), manjericdo
(Ocimum) e hortela (Mentha), com uma rica diversidade de uso etnoboténico. Outro
importante género é o Plectranthus, um género que contém cerca de 300 espécies encontradas
na Africa tropical, Asia e Australia. Algumas espécies de Plectranthus sdo dificeis de serem
identificadas devido a falta de critérios morfologicos bem estabelecidos para diferenciacédo
entre espécies e entre géneros estreitamente relacionados entre si (PATON et al., 2004).

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng é uma planta aromatica nativa da india e
cultivada em vérias parte do mundo, inclusive no Brasil (HEDGE, 1992). Pode atingir até 1 m
de altura, tem folhas com peciolos que medem de 1,5 a 4,5 cm, com laminas suborbicular,
rombdides, carnuda, macia reniforme, com 5 a 10 cm de comprimento, apresentando sabor e
aroma semelhantes ao do orégano (Figura 5). Os sinbnimos de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng incluem Plectranthusaromaticus Roxb, Coleus aromaticus Benth e Coleus
amboinicus Lour. Popularmente é conhecida por diversos nomes, mas no Brasil é denominada
de malvarico, malvarisco, malva, hortela-da-folha-grande, horteld-gradda, hortela-grossa e
horteld-grande (MATQOS, 1994).



21

Figura 5.Plectranthus amboinicus

1.6.2 Composi¢do quimica

A partir de um levantamento bibliografico no Chemical Abstract (1907-2010),
verificou-se que diversos compostos quimicos ja foram isolados tais como carvacrol,
cariofileno, terpineol, timol, B-cariofileno, dxido de cariofileno e outros no dleo essencial.
Flavondides como apigenina, quercetina, luteonina e taxifolina, além de &cidos terpénicos e
taninos foram encontrados no extrato da planta (ALBUQUERQUE, 2000; VERA et al.,

1993). Estudo de prospecc¢do do extrato hidroalcéolico pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 4. Screening fitoquimico do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng (Fonte: GURGEL et al., 2009a).

Metabdlitos Reagentes Presenca/auséncia
Alcal6ides Dragendorff -
Derivados do acido 2-aminoetildifenil borato +
cinamico
Flavondides 2-aminoetildifenil borato +
Proantocianidinas Vanilina cloridrica +

condensadas e
leucoantocianidinas
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Monoterpendides, Vanilina &cido sulfarico +
sesquiterpendides e
diterpendides

Terpendides e esterdides Lieberman/Burchard +
Iridoides Vanilina acido sulfurico -
Saponinas Anisaldeido -

1.6.3 Uso popular e agdo farmacolégica

Popularmente conhecida como malvarisco, € um anti-séptico bucal, demulcente e
balsdmico, muito util no tratamento de rouquiddo, de inflamacdo da boca e garganta, sendo
também usada tradicionalmente, contra tosse e bronquite na forma de xarope (lambedor) e de
balas. As folhas inteiras podem ser sugadas lentamente no caso de rouquiddo ou dor de
garganta. E utilizado popularmente como expectorante e para tratar a dor de ouvido (DINIZ et
al., 1998).

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng também ¢ citada frequentemente no
tratamento de asma, de bronquite e de inflamacdo da garganta na india e no Caribe
(MORTON, 1992; JAIN; LATA, 1996), e em Cuba é usada para tratar infeccGes e asma
(CASTILLO; GONZALES, 1999; CANO; VOLPATO, 2004). No Brasil, era utilizada para o
tratamento de processos inflamatérios e de ulceracdes da pele causadas por Leishmania
brasiliense (FRANCA et al., 1996). E usada também para tratar queimaduras e mordidas de
escorpido na Malasia (MORTON, 1992). Na india, o suco das folhas é usado para tratar
alergias da pele (HARSHA et al., 2003). Tambémé usada popularmente no tratamento da
dispepsia, indigestdo, diarreia e como carminativo na India e na Africa (MORTON, 1992;
JAIN; LATA, 1996; ONG; NORDIANA, 1999). E usada no Caribe para tratar distlrbios
cardiacos (MORTON, 1992) e para tratar desordens sensoriais associadas ao ouvido e ao olho
na Polinésia (ZEPEMICK, 1972), Na india, suas folhas s&o friccionadas nos olhos para aliviar
as conjuntivites (MORTON, 1992).

E importante na Asia e na América do Sul para o tratamento das febres (MORTON,
1992; HARSHA et al., 2002) e na cura do colera (GURIB-FAKIM et al., 1996). As folhas séo
utilizadas frequentemente no tratamento de doengas urinarias no Amazonas e na india (JAIN;
LATA, 1996; YOGANARASIMHAN, 2000).
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Diversos estudos ja foram publicados ratificando grande parte do uso popular, sendo
alguns destes citados a seguir. Nas folhas, foram encontradas atividade broncodilatadora em
cobaia e atividade antituberculose (CARBAJAL et al., 1991; FRAME et al., 1998). Atividade
antioxidante foi constatada em estudos in vitro, tendo sido atribuida tal papel aos flavonoides
e outros compostos presentes nas folhas. A atividade antioxidante do extrato hridoalcodlico
demonstrou ser compativel ao a-tocoferol (SALMAN et al., 1996). Revisdo de CASTILLO &
GONZALES (1999), mostrou que ha alguns estudos de farmacologia pré-clinica identificando
atividades antitussigenas e antiepiléticas (MORTON, 1992; CASTILLO; GONZALEZ, 1999;
NEUWINGER, 2000).

Demonstrou-se intenso efeito antinociceptivo periférico e central com administracao
do extrato de malvarisco em modelo animal (NUNES et al., 2000). Possui atividade citotoxica
e antitumoral e pode ser usada no tratamento do cancer (BHAKUNI et al., 1969; GURGEL et
al., 2009b). Sua acdo anti-inflamatdria foi verificada por (MORTON, 1992; GURGEL et al.,
2009; CHANG et al., 2010), antiepilética, (SALMAN et al., 1996) e antimicrobiana
(HATTORI et al.; KUSUMOTO et al.,1995; QUEIROZ, 1998; NOGUEIRA et al., 2008;
GURGEL et al., 2009). As acbes farmacoldgicas descritas para esta planta evidenciam o
enorme potencial medicinal da espécie justificando sua grande utilizagdo na medicina popular

como também a necessidade de investimentos para fins industriais.

1.6.4 P. amboinicus versus MRSA

Pouco se sabe sobre o efeito antimicrobiano de P. amboinicus contra S. aureus.
Foram verificados somente dois relatos na literatura abordando este assunto, sendo o de
NOGUEIRA et al., 2008 o primeiro a demonstrar o efeito inibitério do 6leo essencial e
extrato hidroalcodlico sobre cepas clinicas de S. aureus sensiveis a meticilina e
posteriormente GURGEL et al., 2009, abordando o efeito bactericida e bacteriostatico do
extrato hidroalcoolico sobre uma cepa padrdo de MRSA.

A acdo bactericida do extrato hidroalcodlico parece promissora, uma vez que a
cinética de morte bacteriana nas primeiras horas de exposi¢do com o extrato das folhas de P.
amboinicus é semelhante a da fluorquinolona, perfloxacina, ofloxacina e norfloxacina
(GURGEL et al., 2009). Outro ponto que refor¢ca o uso desta espécie no tratamento de
infeccbes por S. aureus é auséncia de toxicidade em ensaios in vivo (PAULO et al. 2009;
NUNES et al., (1998). No entanto, estudos para investigar se 0 uso desta espécie medicinal

interfere com antimicrobianos de uso clinico e ensaios in vivo que comprovem os resultados
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ja levantados in vitro, sdo imprescindiveis antes de qualquer indagacdo a respeito do uso

clinico de P. amboinicus para tratamento de infec¢des por S. aureus multirresistentes ou néo.

2.0 PERGUNTA DE PARTIDA

Sabe-se que a espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng tem demonstrado
atividade contra MRSA in vitro, mas serd se 0 mesmo pode ser aferido para ensaios in vivo? E

quais compostos quimicos estariam envolvidos nesta atividade?

3.0 HIPOTESES

Devido ao fato de dois estudos (NOGUEIRA et al., 2008; GURGEL et al., 2009),
mencionarem atividade antimicrobiana in vitro de P. amboinicus contra MSSA e MRSA,
assim como possuirem quantidades consideradas de metabdlitos flavondides, triterpenos e
compostos fendlicos conhecidamente ativos contra microrganismos e por varios autores
relatarem a baixa toxicidade do extrato das folhas desta planta, acreditamos que o efeito
antimicrobiano in vivo possa ser alcangado, assim como a identificacdo do (s) compostos

ativos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo das folhas de Plectranthus

amboinicus (Lour) Spreng sobre cepas hospitalares de MRSA.

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) do extrato
hidroalcodlico, extrato etanolico e suas fracdes e do 6leo essencial da planta contra
cepas hospitalares de MRSA;

e Determinar os efeitos bactericida e bacteriostatico das drogas vegetais contra
MRSA;

¢ Identificar os metabdlitos ativos do extrato etandlico e do 6leo essencial das folhas
da planta e avaliar sua atividade antimicrobiana contra MRSA;

e Analisar a associagdo in vitro das drogas vegetais com os antibi6ticos vancomicina
e ciprofloxacina;

e Avaliar a toxicidade in vitro e in vivo das amostras vegetais;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das drogas vegetais em camundongos, a partir

de modelos de abscesso subcutaneo;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Caracterizacgado das cepas de MRSA

As cepas de MRSA utilizadas no estudo foram isoladas de diferentes espécimes
clinicos originarios de pacientes internados no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), UFC. Todos os testes in vitro neste trabalho foram executados em paralelo com
duas cepas padrdo de S. aureus sensivel a meticilina (ATCC 25923) e S. aureus resistente a
meticilina (ATCC 65398), ambas obtidas da colecdo de culturas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) do Instituto Oswaldo Cruz-RJ. ApoOs sua
caracterizagdo através de provas bioquimicas (catalase, coagulase, fermentacdo do manitol) e
imunolégicas (deteccdo de proteina A e fator de coagulagdo), as cepas foram mantidas em
agar Brain Heart Infusion (BHI) contendo 20 % de glicerol a - 20°C.

5.1.1 Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

As cepas, ap0s caracterizadas, foram submetidas a um teste de susceptibilidade a
oxacilina, como sugerido por RALLAPALLI et al., 2008. Um disco de oxacilina 1 ug (Oxoid,
Reino Unido) foi deixado sobre a superficie de uma placa contendo meio de cultura AMH
suplementado com NaCl 4%, estando a mesma previamente semeada com 100 pL do indculo
de 10® UFC/mL da cepa a ser testada em toda sua superficie. A zona de inibicdo foi
determinada apds 24 h de incubacdo a 35°C. Organismos que apresentaram zona de inibicao
igual ou menor que 10 mm foram interpretados como resistentes. O perfil de susceptibilidade
aos demais agentes antimicrobianos foi analisado conforme o proposto pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009a), antigo NCCLS, empregando os seguintes
discos (Oxoid, Reino Unido): ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), ampicilina (30 pg),
cloranfenicol (10 pg), tetraciclina (30 pg), eritromicina (15 pg), sulfametoxazol/trimetoprima

(1,25/23,75 ng) e vancomicina (30 pg).
5.1.2 Método confirmatdrio para identificacdo de MRSA
Como método confirmatorio para identificacdo de MRSA utilizou-se o procedimento

proposto por RALLAPALLI et al, (2008), através de reagdo da amplificacdo dos genes mecA

e coag de S. aureus.
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5.1.2.1 Extragao e purificagdo do DNA bacteriano

As cepas bacterians foram incubadas por 16 h em caldo BHI, e em seguida, 2 mL da
cultura foram transferidos para um tubo de microcentrifuga e centrifugados por 5 minutos a
3000 rpm. Os sedimentos foram ressuspensos em 567 pL. de tampao TE para o qual 30 pL de
SDS 10% e 3 uL de 20 mg / ml proteinase K foram adicionados, misturados suavemente e
incubados por 1 hora a 37 ° C. Em seguida, foram adicionados 100 pL de NaCl 5M, 80 uL de
CTAB 10% e incubados por 10 minutos a 65 ° C.

Apos incubagdo, igual volume de cloroférmio / alcool isoamilico (24:1) foi adicionado
e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para um
novo tubo, e igual volume de cloroférmio / alcool isoamilico (24:1) foi novamente adicionado
e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para um
outro tubo e 0,8 volumes de isopropanol foi adicionado e misturado delicadamente até que
houvesse precipitacdo de DNA. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e

ressuspendido em 50 pL de tampao TE.

5.1.2.2 Amplificacé@o das sequéncias génicas mecA e coag

Utilizou-se a técnica de reacdo de cadeia em polimerase para amplificacdo dos genes mecA e
coag. O primeiro par de primers foi obtido a partir da regido do gene mecA, ou seja,sequéncia
senso mec 1 (5 AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3') 1282-1303 e a sequéncia anti-senso
mec2 (5 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC) 1793-1814. O produto amplificado continha
533 pb. O segundo par de primers foi obtido a partir da regido do gene da coagulacdo, com a
sequéncia senso coag 1 (5 '"ACCACAAGGTACTGAATCAACG 3') 1432-1453 e a sequéncia
anti-senso coag 2 (5 TGCTTTCGATTGTTCGATGC 3') 2399-2418, com produto de 759 pb.

Aliquota de 1pl contendo 50 ng de DNA gendmico foi adicionado a uma mistura
contendo7,8 pL de &gua destilada, 10 pL de PCR Master Mix GoTaq (Promega, EUA), 0,6
puL dos primers. A seguir, foi colocada em um termociclador programado da seguinte
maneira: desnaturacgdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido 40 ciclos a 94°C por 40 s, 55°C
por 2 min.; 72°C por 2 min. Apds a amplificagdo, os produtos foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose a 1% por 20 min, 70V. As bandas foram reveladas com

brometo de etidio.

5.2 Material Botanico
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As folhas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng foram coletadas as 8:00 h no
Horto Prof. Francisco José de Abreu Matos, Fortaleza, Ceard. Uma exsicata de numero 40080
foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia da Universidade

Federal do Ceara.

5.2.1 Obtencdo dos extratos

Para obtencdo do extrato etandlico (ET), 7,0 kg de folhas de P. amboinicus foram
submetidas a secagem em estufa com circulacéo de ar a 45°C por 48 h e posteriormente foram
moidas. Uma quantidade correspondente a 600 g do material moido foi macerado com etanol
absoluto por 5 dias a temperatura ambiente. O macerado foi entdo filtrado e concentrado em
um evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40° C. O etanol recuperado foi reutilizado para
macerar 0 material vegetal utilizado anteriormente, durante 72 h.O processo de remaceracao
foi repetido por 6 vezes.

O extrato hidroalcodlico (EH) foi obtido deixando-se 3,0 kg de folhas frescas macerar
com etanol 70% (3 litros) durante 10 dias. Em seguida, o material foi concentrado em

evaporador rotativo.

5.2.2 Fracionamento do extrato etanolico

Para investigacdo dos constituintes com atividade antimicrobiana presentes no extrato
vegetal, 80 g do extrato etandlico foi submetido a um fracionamento cromatogréfico usando
uma coluna filtrante (10 x 16 cm com gel de silica 60 (0,063 a 0,200) sob pressdo reduzida e
eluentes em grau crescente de polaridade, ou seja, hexano (Hex), éter de petroleo (Ep),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Todas as fragdes foram
concentradas em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida a 40°C, conforme mostra a Tabela
5.

Tabela 5. Dados resultantes do fracionamento cromatografico do extrato etandlico de

P. amboinicus.
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FracOes Eluente Volume (mL) Massa (g)
F1 Hex 2000 mL 2,3
F2 Ep 2000 mL 1,2
F3 DCM 5000 mL 35,9
F4 AcOEt 5000 mL 29,6
F5 MeOH 2000 mL 59

5.2.3 Fracionamento da fracdo acetato de etila (F4)

Todas as fragOes foram submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo para avaliagdo

de sua funcéo antimicrobiana, descrito no item 5.3.1. Uma vez que o teste de microdiluigéo

evidenciou que a fracdo F4 era detentora da acdo antimicrobiana contra cepas MRSA, a

mesma foi submetida a um novo fracionamento cromatografico a fim de determinar os fatores

de retencdo (Rf) dos compostos capazes de inibir o crescimento bacteriano. Utilizou-se uma

coluna de 22 x 6 cmcontendo gel de silica 60 e hexano e acetato de etila em grau crescente de

polaridade, como eluentes, A Tabela 6 mostra os dados resultantes do fracionamento

cromatografico da fracdo F4.

Tabela 6. Dados resultantes do fracionamento cromatografico da fragdo F4 do extrato

etandlico.
Eluente Concentracéao (%) Volume (mL) Subfragdes/ massa (g)
Hex: AcOEt 90:10 2000 mL Fda/ 2,1
Hex: AcOEt 80:20 2000 mL F4b/ 2,4
Hex: AcOEt 70:30 2000 mL F4cl/ 3,2
Hex: AcOEt 60:40 1000mL F4d/ 1,5
Hex: AcOEt 50:50 1000 mL Fde/ 1,1
AcOEt 100 1000 mL F4f/ 0,8
MeOH 100 2000 mL F4g/ 17,3
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As subfracbes foram avaliadas através de bioautografia descrita no item 5.3.3 e
microdiluicdo em caldo. Verificou-se que a subfracdo F4b apresentava agdo antimicrobiana.

Dessa forma, a mesma foi submetida a um novo fracionamento cromatografico.

5.2.4 Fracionamento cromatografico da subfracdo F4b e isolamento de PA-1

A subfracdo F4b (2,4 g) foi submetida a um fracionamento através de uma coluna
cromatografica (12,5 x 1,5 cm), contendo gel de silica 60 (0,063 a 0,200). As fracdes foram
eluidas com hexano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo

com os dados descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da subfracdo F4b.

FRACAO ELUENTE

1a10 Hex

11a40 Hex: AcOEt (95 :5)
41a82 Hex: AcOEt (90 : 10)
83a194 Hex: AcOEt(88 : 12)
195 a 230 Hex: AcOEt (80 : 20)
231 a 289 Hex: AcOEt(70 : 30)
290 a 321 Hex: AcOEt(50 : 50)
322 a 353 AcOEt

354 a 385 MeOH

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD), foi possivel reunir as
fracOes 83 a 211 obtidas que apresentaram 70 mg de uma mistura cristalina de cor amarela.
Apdbs sucessivos tratamentos desta mistura por coluna cromatografica de Sephadex, foi

possivel isolar 40 mg de um solido cristalino de cor amarela denominado de PA-1.

5.2.5 ldentificagdo molecular do composto PA-1

O composto PA-1 foi enviado ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da

Ressonéancia Magnetica Nuclear, CENAUREMN, do Departamento de Quimica Organica e
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Inorgénica da Universidade Federal do Ceara, para analise através da ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio-1 (RMN *H) e de carbono-13 (RMN **C) uni e bidimensionais.

5.2.6 Obtencdo do 6leo essencial

Utilizou-se o procedimento descrito por (TIWARI et al., 2003) para obtengdo do 6leo
essencial (OE) de P. amboinicus. Folhas frescas (1,0 kg) foram submetidas a hidrodestilacdo
em aparelho do tipo Clevenger durante 2 h. O dleo essencial foi separado do destilado aquoso,
deixado secar com sulfato de sodio anidro (Na,SO,4) e mantido a 4°C até o momento do uso.
O rendimento obtido foi de 1,7 mL de 6leo essencial.

5.2.7 Analise quantitativa do 6leo essencial

A andlise quantitativa dos compostos quimicos do 6leo essencial foi realizada com
auxilio de um cromatdgrafo gasoso acoplado a detector de ionizacdo por chama (CG/DIC),
utilizando um equipamento Shimadzu GC-17 A, sob as seguintes condi¢cGes operacionais:
coluna capilar (30 m x 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura de filme)
contendo silica fundida ZB-5MS (dimetilpolisiloxano 5%) e hélio como gas de arraste com
fluxo de 1 mL/min. A temperatura foi programada mantendo 40°C por 1-2 min, seguido de
um aumento de 4°C/min até atingir 180°C, seguido de um aumento em intervalos de 20°C até
atingir 280°C. Esta temperatura foi mantida por 7 min. A temperatura do injetor foi de 250 °C
e a do detector (ou interface) foi de 280 °C. Injetou-se um volume de 0,5 UL de acetato de
etila, com taxa de particdo do volume injetado de 1:48 e pressdo na coluna de 48,7 kPa. A

quantificacdo dos constituintes se deu pela normatizacdo da area (%).

5.2.8 Analise qualitativa dos compostos quimicos do 6leo essencial

A andlise qualitativa dos compostos quimicos do 6leo essencial foi realizada em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (CG/EM) Shimadzu, modelo
QP5050A), equipado com um autoinjetor AOC-20i (Shimadzu) e provido de uma coluna
capilar (30 m x 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme) contendo silica
fundida (5% fenil — 95% dimetilpolisiloxano). Foram utilizadas as mesmas condicgdes
operacionais da analise quantitativa e espectrdmetro de massa com detector de captura iénica

com energia de impacto de 70 eV. Os componentes do 6leo essencial foram identificados



32

através de correlacdo com indices de retencdo e espectros de massa relatados na literatura
(ALENCAR et al., 1990; ADAMS, 2007).
O Fluxograma 1 e 2 resume as varias etapas para obtencao dos extratos e suas

fracdes e subfracdes, do solido PA-1 e do 0Oleo essencial de P. amboinicus.

Fluxograma 1. Esquema utilizado para obtencdo dos extratos, fragdes, subfragdes,

composto PA-1 e 6leo essencial de P. amboinicus.
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Fluxograma 2. Esquema utilizado para obtengdo do 6leo essencial das folhas de

P.amboinicus.

Plectranthus amboinicus
(folhas)
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CGEM
CGDIC

[- Identificacso I

5.3 Analise da atividade antimicrobianain vitro.

5.3.1 Teste de microdiluigdo em caldo das amostras vegetais e vancomicna

Para determinar a CIM, testes de microdiluicdo em caldo foram realizados em
microplacas de 96 pocos (Costar, EUA), conforme procedimento sugerido por (ALVES et al.,
2008; CLSI, 2009b). Inicialmente, as cepas clinicas e padrbes foram descongelados, semeados

em caldo BHI e incubadas por 24 h a 35°C. S0 entdo, a concentragdo bacteriana do indculo foi
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estimada a partir da medida de absorbancia da suspensdo de bactérias através de
espectofotdmetro em comprimento de onda de 620 nm, correspondente a escala de McFarland
0,5, ou seja, de 1 x 10% UFC/mL. Em seguida, a suspensdo foi diluida a 1/10 com salina 0,9
%.

Cada pocgo das placas recebeu 100 pL do caldo Mueller-Hinton (CMH),5 pL do
inéculo (5 x 10° UFC) e 100 pL dos extratos, fracdes, subfracdes e do 6leo essencial em
concentracdes finais que variaram de 0,062 a 16 mg/mL em DMSO (Merck, Darmstadt,
Alemanha) 5 % e 0,019 a 5,0 %, v/iv em DMSO 3 %, respectivamente. A concentracdo do
composto PA-1 no teste variou de 0,003 a 1 mg/mL. Por ultimo, as microplacas foram
vedadas com filme plastico e incubadas a 35 °C por 24 h, sem agitacdo. Como controle
positivo, foi utilizada vancomicina (Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, EUA) nas
concentragdes de 0,125 a 32 pg/mL e, como controle negativo, DMSO variando de 0,039 a 10
%, VIV.

Ap0s a incubagdo, adicionou-se a cada poco 10 pL de resazurina (Sigma, Steinheim,
Alemanha) a 0,01% em solu¢do aquosa esterilizada e reincubou a 35°C por 2 h. A cor azul
indicava auséncia de crescimento microbiano, enquanto que a cor vermelha indicava a

presenca de células viaveis.

5.3.2 Cinética da inibicdo de crescimento

Este método experimental permite ndo s6 determinar a morte bacteriana em funcgéo do
tempo de exposi¢do ao antimicrobiano, como também permite avaliar o efeito bactericida ou
bacteriostatico (NCCLS, 1999). Tubos testes (T) e controles (C), contendo 4 mL de CMH
cada, foram inoculados com 1 mL da suspensdo de MRSA (ATCC 65398), na concentracdo
correspondente a 108 UFC/mL, e incubados a 35 °C por 2 h. A seguir, foram adicionados 4
mL de cada amostra vegetal no tubo T, em concentracdes que variaram de duas e quatro vezes
a CIM e 4 mL de BHI com 5 % de DMSO no tubo C. Os tubos T e C foram incubados a 35
°C e aliquotas de 30 uL eram coletadas em intervalos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 h apds adicdo das
amostras vegetais. Seis dilui¢cbes seriadas de razdo 10 das aliquotas foram semeadas em
placas contendo agar BHI para determinar a contagem de células viaveis, a qual foi expressa
em log de UFC/mL. O efeito bactericida foi definido para concentracdo capaz de acarretar um
decréscimo maior ou igual a 3 log UFC/mL ou morte de 99,9 % das células viaveis em um
tempo especifico, enquanto que o efeito bacteriostatico foi atribuido as concentracGes

incapazes de levar a um decréscimo igual ou acima a 3 log UFC/mL.
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5.3.3 Bioautografia

As subfracdes de F4 foram submetidas ao ensaio de bioautografia, conforme protocolo
de MOULARI et al., 2006. Inicialmente, 20 mg das amostras vegetais foram solubilizadas em
1 mL de metanol e aplicadas em volumes de 10 uL. em uma placa de vidro revestida com
silica gel Fus4. As amostras foram eluidas com hexano: acetato de etila (6:4) e, ap0s
volatilizacdo dos solventes, a mesma foi depositada em uma placa de Petri, onde foram
adicionados 60 mL de AMH ja inoculados com 10° UFC/mL de bactérias.

A placa de Petri foi deixada a 4 °C por 2 h para permitir a difusdo das amostras
vegetais pelo meio de cultura, e sé entdo incubada a 35 °C por 24 h. O bioautograma foi
corado com uma solucdo aquosa de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio], MTT, na concentracdo de 5 mg/mL para observagdo das zonas de inibic&o.
A formacdo de halos incolores ou amarelados indicou inibicdo do crescimento. Foi
determinado para cada banda seu coeficiente de retencdo, segundo a formula: Rf = Distancia
percorrida pela mancha desde a origem/ distancia percorrida pelo solvente desde a origem

Paralelamente, foi realizada uma segunda placa cromatografica para revelacdo das
substancias através de sua exposicdo a irradiacdo ultravioleta em dois comprimentos de onda
(254 e 365 nm) e por imersdo em solucdo de vanilina 5 g/100 mL de &cido perclérico 0,75 M
em 100 mL de etanol, seguido de aquecimento em soprador térmico durante alguns segundos,

ver Figura 6.
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Figura 6. Bioautografia. A, Subfracfes de F4 aplicadas em placas de vidro revestidas
com silica gel Fus4; B, Corrida cromatografica com fase moével Hex: AcEOt (6:4); C,
Cromatoplacas apés corrida cromatografica, estando a da esquerda corada com vanilina; D.
Cromatoplaca, néo corada com vanilina, imersa em uma placa de Petri contendo 10° UFC/mL
de bactérias em AMH.

5.3.4 Avaliacdo da interacdo entre as amostras vegetais e 0s antimicrobianos

vancomicina e ciprofloxacina

O método tabuleiro de xadrez tem sido muito utilizado para avaliar interacfes entre
antimicrobianos in vitro (GRIF et al., 2001;0RHAN et al., 2005; KAMATOU et al., 2006).
Para tanto, testamos combinacdes entre OE, EH e F4 e os farmacos vancomicina e
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ciprofloxacina, ambos em concentragdes oito vezes a da CIM. As amostras vegetais e 0s
farmacos foram diluidas e adicionadas aos pocos de uma microplaca de 96 pocos (Costar,
EUA) de fundo em U (Figura 7), seguida de adicdo de 5 uL do indculo da cepa MRSA
(ATCC 65398) ou de 3 cepas de isolados clinicos na concentragdo de 5 x 10° UFC/mL. Apds
incubagdo a 35°C por 24 h, 10uL de resazurina (0,01%) estéril foram adicionados as placas
seguidas por 2 h de nova incubagcéo a 35°C.

Para avaliar o efeito combinatério foi utilizado o indice da concentracdo inibitdria
fracionada (ICIF). O ICIF é a soma da concentracdo inibitoria fracionada (CIF) de ambas as
drogas combinadas, j& a CIF € a razdo entre a CIM da droga quando combinada e a CIM da

droga sozinha, como mostra a formula abaixo.

A + B =CIFA+CIFB=ICIF

CIMa CIMb
A + B =CIFA+CIFB=
Onde, ICIF
A = CIM da amostra a ¢ CIMa CIMh

CIM a = CIM da amostra a sozinha
B = CIM da amostra b em combinacéo
CIM b = CIM da amostra b sozinha

CIM das amostras quando combinadas

5 & 7 8 9 10 11 12

14 1/4 1/4 14 1.4 14 1/4 14
14 1/3 1/16 | 132 | Li6d | 1/128 | 17256 | 1512

1/8 1/8 1/8 1/8 1/3 1/8 1/3 1/8
14 1/8 1/16 | 1732 | 164 | 17128 | 1,256 | 1/512

1/16 | 116 (1716 |1/16 (116 |[1/16 | 116 | 1/16
14 1/8 116 | 132 | 1464 | 17128 | 1256 | 13512

132 | 152 (132 (132 | 1352 (132 (132 | 132

14 1/8 1/16 | 1532 | 164 | 1128 | 12256 | 1512

g4 | 164 (164 | 1sd [ Led | Ligd | led | Led
14 1/8 1/16 | 1732 | 164 | 17128 | 1,256 | 1/512

1/128 | 17128 | 17128 | 17128 | 17128 | 1/128 | 17128 | 1/128
14 1/3 1716 | 132 | 164 | 17128 | 17256 | 1512

17256 | 12256 | 17256 | 1256 | 1256 | 17256 | 1256 | 1256
14 1/8 1/16 | 1532 | 164 | 1128 | 12256 | 1512

1/512 | 1512 | 1512 ) 1/512 | 15512 | 1512 | 15512 | 1512
1/4 1/8 1/16 | 132 | 1464 | 17128 | 12256 | 1/512

Figura 7. Analise da interacdo entre o EH, F4 e 0leo essencial com vancomicina e

ciprofloxacina, utilizando o método tabuleiro de xadrez. As colunas 1 e 2 foram
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disponibilizadas para determinacdo da CIM das amostras a e b, enquanto que, da coluna 5 a
12, foram usadas para determinar a CIM das amostras a e b quando combinadas. C+, controle
positivo de crescimento; C-, controle negativo de crescimento.A associacdo € dita ser
sinérgica quando o ICIF for < 1, aditivo ICIF = 1, indiferente 1 < ICIF < 4, e antagonica ICIF
>4 (ORHAN et al., 2005; KAMATOU et al., 2006).

5.4 Ensaios de toxicidade

5.4.1 Avaliacdo da atividade citotoxica do extrato EH, fragdo F4, composto PA-1 e OE
sobre macrofagos

A linhagem de macrofagos RAW 264.7 foi obtida do banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ) e cultivados em garrafas de plastico ou placas de microcultura, em meio
MEM (Minimum Essential Media), suplementado com 10% v/v de soro bovino fetal,
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As células foram incubadas a 37°C, em
atmosfera com 95 % de umidade e 5 % de CO; a 37°C. Antes de cada experimento as células
foram incubadas em meio sem soro bovino fetal por 24 h para a obtengdo de células na fase
Gy do ciclo celular. Para cada experimento foi removido o meio de cultura e as células foram
incubadas com tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37°C por aproximadamente 10 min, para
obtencdo da suspensdo de células. A tripsina foi inativada adicionando o mesmo volume de
meio com soro bovino fetal. A suspensdo foi entdo centrifugada a 4500 rpm por 10 min
(MARTINS et al., 2005; CHAIM, 2005).

O sobrenadante foi descartado e as células resuspensas em meio de cultura. Os
macréfagos foram quantificados em camara de Neubauer e subcultivados (1x10° céls/mL)
permitindo o crescimento confluente por 24 h. A seguir, as células foram tratadas com
concentracdes de duas e quatro vezes a CIM para o extrato EH, fracdo F4 e PA-1 e de duas
vezes a CIM e 0,6 %v/v para o 6leo essencial, por 24 h. Apos o tratamento das células, 100
ML do sobrenadante foram desprezados, sendo adicionados 10uL de MTT 500 pg/mL
dissolvido em salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7.4. Este método baseia-se na
avaliacdo da atividade metabolica de células viaveis, a partir da formacdo de um produto
colorido (sal formazan, que é insolivel em agua). Apds incubacdo por 4 h a 37°C em estufa
com 5% de CO,, foi adicionado SDS (10%) em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de
formazan. As placas foram novamente incubadas por 17 h e em seguida realizada a leitura em

espectrofotdmetro (570 nm). Os ensaios foram realizados em triplicatas (MOSMANN,1983).
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5.4.2 Avaliagéo da toxicidade do extrato EH em camundongos

A avaliacdo da toxicidade do extrato EH foi verificada a partir da Dose Letal 50 ou
DLso, de acordo com o protocolo proposto pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD, 2001). O extrato hidroalcodlico foi dissolvido em PBS, pH= 7,4, na
concentracdo inicial de 2000 mg/kg administrada por via oral (método de gavagem) a trés
camundongos previamente mantidos em jejum de trés horas com agua a vontade. A
mortalidade foi monitorada por 14 dias. Finalizado este periodo, outros trés camundongos
receberam mais uma dose do extrato (2000 mg/Kg), que foi escolhida dependendo do nimero
de animais mortos na etapa anterior (Figura 8). Uma vez que a mortalidade foi igual a obtida
na etapa anterior, o teste foi finalizado e a DLs estimada. Caso contrario, outros trés animais

seriam utilizados.

5 mg/kg 50 mg/ke 300 mg/kg 2000 mg'kg
3 animais % 3 animais 3 animais 3 animais
5 mg_fkg_ 50 mg/kg 300 mg/ke 2000 mg'kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
|
Ci o
Categorial Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 6 ou nio
=05 > 5.50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000 classificada
3 (em 50) no | Outro | 3 (em 300) |()l.ltr0 | 3 (em 2000} | 2 (em 200m | O'utro |
1° passo no 1° passo| o I" passo [ no 1" passo
Y k. N y r y
5 | 25 [30] so | 200 | 300 | s00 | 1000 [ 2000 | 2500 [s000 | e |

Figura 8. Procedimento para determinagdo da DLsy com dose inicial de 2000 mg/Kg,
segundo o protocolo proposto por OECD (2001).

5.5. Avaliagéo da atividade antimicrobiana em modelo animal

5.5.1 Animais

Camundongos Swiss, machos, de 25 a 30 g, imunocompetentes, provenientes do

Biotério Central da UFC, com ciclos de dia e noite, com ragdo e agua a vontade, foram
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empregados para analisar o efeito antimicrobiano das folhas de P. amboinicus.Os
procedimentos experimentais em animais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica

do Uso de Animais da Universidade federal do Ceara.
5.5.2 Modelo de infeccdo

O modelo de infeccdo adotado neste trabalho foi proposto por BUNCE et al., (1992),

com algumas modificagdes.
Suspenséo de Cytodex

Foi empregado Cytodex 3, o qual consiste de uma fina camada de colageno
desnaturado quimicamente e ligado a uma matriz de dextran (Sigma, St. Louis, Missouri,

USA). A suspenséo de citodex 2 % em PBS foi preparada e autoclavada.
Preparo do inéculo

Uma cepa clinica (MRSA 08) foi semeada em agar BHI a 35 °C por 16 h e, a seguir,
uma coldnia foi selecionada e inoculada em 5 mL de caldo BHI e submetida a nova incubacao
a 35°C por 6 h. A seguir, a absorbancia da suspenséo foi ajustada, com auxilio da escala 0,5
de Mc Farland 0,5, que correspondia a uma concentracdo de 108 UFC/mL. A partir daf, duas
suspensdes foram preparadas, a suspensdo 1 com indculo bacteriano, Cytodex 2% e caldo
BHI na proporcdo de 5:1:4 e a suspensao 2, com Cytodex 2% e caldo BHI, na proporc¢éo 1:9

(controles positivo e negativo, respectivamente).
Infecgdo dos animais

Ap0s dois dias de aclimatacdo no ambiente do laboratorio, os pelos do flanco direito

dos animais foram retirados e, entdo, inoculados 0,2 mL das suspensdes por via subcutanea.
5.5.3 Tratamento

Para andlise do efeito terapéutico via intraperitoneal do extrato EH e da fracdo F4,

disponibilizaram-se de 45 camundongos agrupados, infectados e tratados como ilustrado na
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Tabela 8.As amostras vegetais e a vancomicina foram administradas por via intraperitoneal 3
e 12 h apos infecgdo e, s entdo, os animais foram observados em intervalos de 24 h até serem
sacrificados por deslocamento cervical com 72 h de infecgéo.

Os abscessos foram medidos com auxilio de um paquimetro para determinacdo do
volume do abscesso [V = (r/6) L. W?], onde L é o comprimento e W a largura (Figura 9). Os
abscessos foram removidos e adicionados em tubos contendo 2 mL de salina 0,9 % e em
seguida aliquotas de 100 uL foram diluidas a fim de determinar o nimero de células viaveis
por abscesso (UFC/ abscesso). Seis diluicGes seriadas na razdo 10 das aliquotas foram
semeadas em placas contendo agar BHI e incubadas a 35°C por 48 h. O numero de células
viaveis foi expresso em log UFC/mL. Um pequeno fragmento do tecido sobre o abscesso foi

removido e enviado para analise histopatoldgica.

Tabela8. Avaliacdo antimicrobiana in vivo do extrato EH e da fracdo F4 frente a cepa
MRSA 08.

Grupo N° animais Inoculo* Tratamento
A 3 Suspensdo-2  -mmmmmemmeeee-
B 6 Suspensao-1 Salina
C 6 Suspensdo-1 EH 500 mg/Kg
D 6 Suspensao-1 EH 250 mg/Kg
E 6 Suspensao-1 F4 500 mg/Kg
F 6 Suspensdo-1 F4 250 mg/Kg
G 6 Suspensdo-1 Van 20 mg/Kg
H 6 Suspensao-1 Van 10 mg/Kg

*A suspensdo-1 continha inoculo da cepa clinica MRSA 08 e Cytodex 2%. A

suspensdo-2 continha apenas Cytodex 2% em PBS.
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Figura 9. A, camundongos Swiss machos, de 25 a 30 g, provenientes do Biotério

Central da UFC; B, Analise do tamanho do abscesso com auxilio de um paquimetro.

5.5.4 Histopatoldgico

As amostras de tecido foram fixadas por um periodo minimo de 48 h e incluidas em
parafina. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e método do Gram, sendo as
mesmas analisadas por microscopia Optica (Olympus AX70, EUA). Os abscessos foram
avaliados por um médico patologista que desconhecia o protocolo de tratamento. As amostras
foram classificadas em escores que variavam de 0 a 3, segundo 0s seguintes parametros:
infiltrado celular, fibrose, edema, angiogénese, hemorragia e necrose. O grau 0 era
considerado dentro dos limites de normalidade; 1, quando eram verificadas alteracdes até 25

%; 2, alteracOes até 75 %; e 3, mais do que 75 %.
5.6 Anélise estatistica
Os dados dos ensaios biologicos foram apresentados em média + erro padrdo da média

e comparados pelo método de ANOVA, T de Student, complementado pelo teste de Tukey.
Foram considerados significantes comparagdes cujos p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo das cepas MRSA

6.1.1 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e triagem de identificacdo das
cepas MRSA

Quatorze cepas de MRSA isoladas de amostras bioldgicas de pacientes internados no
HUWC foram devidamente identificadas a partir de métodos bioquimicos, soroldgicos e
moleculares, sendo 10 (71,4%) destas provenientes de hemocultura. Apds triagem de
resisténcia a oxacilina por disco difusdo (Figura 10) as cepas foram submetidas a teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos usados na rotina do HUWC. Todas as cepas
apresentaram resisténcia a cinco ou mais antibioticos e sensibilidade a vancomicina (Tabela
9).

Figura 10. Cepas de Staphylococcus aureus identificadas como MRSA a partir do

método de triagem por disco difus&o.
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Tabela 9. Perfil de susceptibilidade das cepas MRSA isoladas no HUWC.

Cepas clinicas Ec Pen Amp Eri Gen Clo Tet Sut Cip Van

MRSA 01 SA R R R R nt R R S
MRSA 02 SA R R S S R S S
MRSA 03 SA R R R R R R S
MRSA 04 SA R R R R nt S R S S
MRSA 05 SA R nt R R R nt S S
MRSA 06 SA R R R R R nt R R S
MRSA 07 SA R R R R S S R S S
MRSA 08 SA R R S S R R R S S
MRSA 09 SA R R S S S R R S S
MRSA 10 SA R R R R R S R S S
MRSA 11 PC R R R R R R nt S S
MRSA 12 SPD R R R R nt R R S S
MRSA 13 PC R R R R R R R S
MRSA 14 SPD R R R R R R R S

Ec, espécime clinico; SA, sangue; PC, ponta de cateter; SPD, secrecao de pé diabético;
nt, ndo testado; Pen, penicilina; Amp, ampicilina; Eri, eritromicina; Gen, gentamicina; Clo,
cloranfenicol; Tet, tetraciclina; Sut, sulfametoxazol/trimetoprima; Cip, ciprofloxacina; Van,
vancomicina.

6.1.2 Confirmacdo da identificacdo de MRSA através da deteccdo dos genes mecA e

coag

Foi extraido o DNA de quartorze cepas clinicas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina identificados previamente por provas bioquimicas, sorologicas e teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Todos os isolados foram submetidos a técnica da PCR
e eletroforese em gel de agarose 1% com revelagdo por brometo de etidio. Observou-se um
produto de amplificacdo com 759 pb em todas as cepas , correspondentes aos primers coagl e
coag?2 (Figura 11A). Todas as cepas MRSA amplificaram para 0 gene mecA, exceto uma
(MRSAO06) (Figura 11B).



45

Figura 11. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1 % dos produtos amplificados
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase para 0 gene coag (A) e mecA (B) das
cepas clinicas de S. aureus com susceptibilidade reduzida para meticilina. M representa o

marcador de 1kpb, colunas de 1 a 14 representam os isolados clinicos.

6.2 Analise da atividade antimicrobiana in vitro.

6.2.1 Determinacdo da concentracdo inibitdria minima das amostras vegetais frente

cepas clinicas de MRSA.

As CIMs do extrato etandlico e suas fracdes, do extrato hidroalcodlico e do 6leo
essencial das folhas de P. amboinicus estdo representadas na Tabela 10. Verificou-se que o
Oleo essencial ¢ detentor do melhor efeito inibitdrio com CIM > 0,078 % v/v, seguido da
fracdo F4, bem mais efetiva que as demais fragdes, com CIM > 0,25 mg/mL e do extrato EH
com CIM > 2 mg/mL.



Tabela 10.Concentracdo inibitéria minima dos extratos, fragdes e 6leo essencial de P. amboinicus contra cepas clinicas de MRSA
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Controles
Cepa MRSA Pos Neg Cc
(ug/mL) (% Vv/v) Fracdes (mg/mL)
OE EH ET
Va DMSO Bac (% viv) (mg/mL) (mg/mL) F1 F2 F3 F4 F5

(ATCC 25923) 1 > 10 + 0,156 4 8 > 16 > 16 8 0,5 > 16
(ATCC 65398) 1 > 10 + 0,078 4 4 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 01 2 >10 + 0,156 4 8 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 02 2 > 10 + 0,156 2 4 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16
MRSA 03 1 >10 + 0,156 2 8 > 16 > 16 > 16 0,25 > 16
MRSA 04 1 > 10 + 0,078 2 8 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16
MRSA 05 1 > 10 + 0,078 4 4 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 06 2 >10 + 0,078 4 8 > 16 > 16 > 16 0,25 > 16
MRSA 07 2 > 10 + 0,078 2 4 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16
MRSA 08 1 >10 + 0,078 2 4 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16
MRSA 09 2 > 10 + 0,078 2 8 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16
MRSA 10 1 >10 + 0,156 2 4 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 11 2 > 10 + 0,156 2 8 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 12 2 >10 + 0,078 2 8 > 16 > 16 8 0,5 > 16
MRSA 13 2 > 10 + 0,156 2 8 > 16 > 16 > 16 0,25 > 16
MRSA 14 2 >10 + 0,078 2 8 > 16 > 16 > 16 0,5 > 16

Pos, positico; Neg, negativo; Cc, controle de crescimento; Bac, bactérias; OE, 6leo essencial; EH, extrato hidroalcodlico; ET, extrato
etanolico; F1, fracdo hexano; F2, fracdo éter de petroleo; F3, fracdo diclorometano; F4, fracdo acetato de etila; F5, fracdo metanol; Van,

vancomicina, DMSO, dimetilsulféxido; +, crescimento.
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6.2.2 Determinacdo da concentracéo inibitéria minima das subfracdes de F4 e do

composto PA-1 frente cepas clinicas de MRSA

A fracdo F4, como demonstrado anteriormente, foi a que apresentou melhor
atividade antimicrobiana. Com o intuito de determinar 0os compostos ativos, a mesma
foi submetida a fracionamento cromatografico, que resultou em sete subfracdes
denominadas de F4a-g. Tanto a CIM destas subfracbes como a do composto PA-1,
isolado a partir da subfracdo F4b, estdo apresentados na Tabela 11. Apenas as quatro
primeiras subfragdes F4a, F4b, F4c e FAd foram capazes de inibir o crescimento
bacteriano nas concentracdes testadas, sendo as subfracbes F4b-d com CIM > 0,5
mg/mL e a F4a com CIM > Img/mL. O composto PA-1 mostrou-se ter efeito inibitorio

superior as sub-fragdes, com CIM = 0,125 mg/mL.



Tabela 11.CIM das subfragdes e do composto PA-1 frente as cepas MRSA.
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Controles

Pos Neg Cc
Cepas (ug/mL) (% Vv/v) Composto (mg/mL)  Subfragdes (mg/mL)

Van DMSO Bac PA-1 Fda  F4b Fac Fad Fde Faf Fag
(ATCC 25923) 1 > 10 + 0,125 2 0,5 0,5 0,5 > 16 > 16 > 16
(ATCC 65398) 1 > 10 + 0,125 1 0,5 0,5 0,5 > 16 > 16 > 16
MRSA 01 2 > 10 + 0,125 1 0,5 1 0,5 > 16 > 16 > 16
MRSA 06 2 >10 + 0,125 2 0,5 0,5 1 > 16 > 16 > 16
MRSA 09 2 > 10 + 0,125 1 0,5 0,5 0,5 > 16 > 16 > 16

Pos, positico; Neg, negativo; Cc, controle de crescimento; Bac, bactérias; +, crescimento, F4a-g, subfracdes da fracdo F4.
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6.2.3 Cinética da inibicdo do crescimento bacteriano

O efeito bacteriostatico e bactericida do extrato EH, da fracdo F4 e do OE foram
determinados sobre a cepa padréo (ATCC 65398) (Figura 12 A-C). Tanto o extrato EH como a
fracdo F4 apresentaram acdo bacteriostatica, nas concentracdes de duas e quatro vezes a CIM,
e acdo bactericida na concentragdo de 100 mg/mL, entre 2 e 4 h de incubacdo. Ao contrario do
extrato EH e da fracdo F4 o Oleo essencial apresentou efeito bactericida em todas as
concentrages testadas, tendo sido observado um decréscimo de trés log em 6 h e sete log nas
duas primeiras horas de exposi¢do da bactéria ao 6leo nas concentracdes de duas vezes a CIM

e 0,6 %, respectivamente.

Extrato hidroalcooélico
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Figura 12A. Acdo bacteriostdtica e bactericida do Extrato hidroalcélico de

P.amboinicus em diferentes concentracgdes, frente a cepa padrdo de MRSA (ATCC 65398).
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Figura 12B. Acdo bacteriostatica e bactericida da fracdo F4 do extrato etandlico de

P.amboinicus em diferentes concentracdes, frente a cepa padrdo de MRSA (ATCC 65398).
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Figura 12C. Acdo bacteriostatica e bactericida do 6leo essencialde P.amboinicus em
diferentes concentragdes, frente a cepa padrdo de MRSA (ATCC 65398).
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6.2.4 Sinergismo entre as amostras vegetais extraidas de P. amboinicus e o0s

antibidticosvancomicina e ciprofloxacina.

Para analise do efeito sinérgico entre as amostras vegetais e 0s antibioticos,
vancomicina e ciprofloxacina, foi utilizado o método tabuleiro de xadrez (GRIF et al.,
2001;O0RHAN et al.,, 2005; KAMATOU et al., 2006). Os valores da CIF, ICIF e a
interpretacdo das combinacOes estdo apresentadas na Tabela 12. As associa¢es entre 0
extrato EH e os antibioticos foram consideradas indiferentes para todas as cepas testadas. J& a
fracdo F4 apresentou atividade sinérgica com a vancomicina e aditiva com ciprofloxacina,
enguanto que o Oleo essencial mostrou efeito sinérgico com ciprofloxacina e aditivo com

vancomicina.

Tabela 12. Valores da CIF, ICIF e a interpretacdo das associacfes do Oleo essencial
(A), extrato hidroalcodlico (B) e F4 (C) quando combinados com vancomicina e

ciprofloxacina a cepa ATCC (65398) e trés cepas clinicas de MRSA.

A
OE — Van OE -Cip
Cepas CIF CIF
OE Van ICIF At OE Cip IFIC At
ATCC (65398) 05 05 1 A 0,25 0,5 0,75 S
MRSA 05 0,5 0,5 1 A 0,25 0,5 0,75 S
MRSA 08 0,5 0,5 1 A 0,25 0,5 0,75 S
MRSA 12 0,5 0,5 1 A 0,25 0,5 0,75 S
B
EH - Van EH - Cip
Cepas CIF CIF
Eh  Van ICIF At Eh Cip IFIC At
ATCC (65398) 1 1 2 I 0,5 2 2,5 I
MRSA 05 1 2 3 I 0,5 2 2,5 I
MRSA 08 1 1 2 | 0,5 2 2,5 |
MRSA 12 1 1 2 | 0,5 2 2,5 |
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C
F4 —Van F4 —Cip

Cepas CIF CIF

F4 Van ICIF At F4 Cip IFIC At
ATCC (65398) 05 025 0,75 S 0,5 0,5 1 A
MRSA 05 05 025 0,75 S 0,5 0,5 1 A
MRSA 08 05 025 0,75 S 0,5 0,5 1 A
MRSA 12 05 025 0,75 S 0,5 0,5 1 A

CIF, concentracdo inibitoria fracionada; ICIF, indice da concentracdo inibitoria

fracionada; At, atividade; * S, sinergismo; An, antagonismo; I, indiferenca; A, aditivo.

6.2.5 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas de P.amboinicus.

O estudo da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas P. amboinicus foi
realizado por CG/EM na andlise qualitativa e por CG/DIC na andlise quantitativa. O

cromatograma obtido por CG/EM esté apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Cromatograma (CG/EM) do OE de P. amboinicus.



53

Os componentes do 6leo essencial foram identificados através da comparacao de seus
espectros de massas (Figuras 14 a 18) com espectros existentes na literatura
(ALBUQUERQUE, 2000), com espectros do banco de dados (NIST 21 e NIST 107) do
equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo com aqueles da literatura.
Os indices de retencdo de Kovats (IK) foram determinados utilizando uma série homologa de
n-alcanos (Cg-Cyg) injetados nas mesmas condi¢fes cromatogréficas das amostras, utilizando
a equacdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963). Desta forma foi
possivel, a identificacdo de 98,1% dos constituintes do dleo, sendo o composto majoritério o
carvacrol com 90,55 %, como mostra a Tabela 13.

Tabela 13. Composicao quimica do 0leo essencial das folhas de P. amboinicus

Retengéo (tempo/min)  Compostos (%) indice de Kovats
16,80 4-Terpinenol 1,34 1177
21,39 Carvacrol 90,55 1298
25,46 B-Cariofileno 3,09 1417
25,97 a-Bergamoteno 1,78 1433
30,97 Oxido de cariofileno 1,36 1583
Total 98,12

As Figuras 14 a 18 mostram os espectros de massas de cada constituinte identificado,

obtidos em espectrdmetro de massa atraves da técnica de impacto eletrénico de 70 eV.
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Figura 14. Espectro de massas do 4-terpinenol.
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6.2.6 Bioautografia

Apenas as subfracdes F4a-d apresentaram atividade antibacteriana, com ativos
antimicrobianos de diferentes polaridades. As zonas de inibicdo microbiana exibidas pelos
diferentes constituintes quimicos, o perfil quimico das subfracdes e os fatores de retencédo (Fr)
dos compostos ativos sdo mostrados na Figura 19, A-B.

Figura 19. Bioautograma das subfracGes da fracdo F4 do extrato etandlico de P.
amboinicus que apresentaram atividade antibacteriana. A, revelagdo com MTT e B, revelagéo
com vanilina/acido percldrico. As setas indicam 0s compostos que apresentaram zonas de

inibicdo, como mostrado em 19A.
6.3 Avaliacao toxicologica das amostras vegetais

6.3.1 Ensaio de citotoxicidade

A Figura 20 apresenta a porcentagem da viabilidade celular (média + erro padrao das
triplicatas) frente a diferentes concentracdes do extrato EH, fragdo F4, PA-1 e OE. Tanto o

extrato EH, fracdo F4 e o solido PA-1 apresentaram efeito citotoxico sobre a linhagem RAW
264.7, tendo sido verificada a média da concentracdo inibitoria 50 % (ICsp) de 817 pg/mL,
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99,6 ng/mL e 79,8 pg/mL, respectivamente. J4 o 6leo essencial ndo alterou a viabilidade

celular em nenhuma das diluiges testadas.
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Figura 20. Porcentagem da viabilidade celular (média + erro padrdo das triplicatas) de
linhagem de macrofagos (RAW 264.7) frente ao extrato EH, fragdo F4, PA-1 e OE de P.

amboinicus apos 24 h de exposicéo.

6.3.2 Avaliagéo da toxicidade do extrato EH em camundongos

A dose de 2000 mg/kg do extrato hidroalcodlico ndo levou a morte de nenhum dos trés

animais em nenhuma das duas etapas propostas, conforme proposicdo da OECD (Figura 8).

De acordo com o esquema proposto, a DLsg foi estimada como sendo de > 5000 mg/kg.
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6.4 Avaliacio da atividade antimicrobiana em modelo animal

6.4.1 Medida do volume dos abscessos subcutaneos apos tratamento com extrato EH e

fracdo F4 por via intra-peritoneal.

O efeito do extrato EH e da fracdo F4 sobre a formagéo do abscesso subcutaneo em
camundongos pode ser visualizado na Figura 21. Observou-se menor volume dos abscessos
nos animais tratados por via intra-peritoneal com EH, F4 e vancomicina, quando comparados
aos controles ndo tratados. Ap6s 72 h de tratamento, o volume médio dos abscessos nos
animais tratados com EH na dose de 500 mg/kg foi de 62,98 mm?, enquanto que os animais
tratados com salina obtiveram volume médio de 129,9 mm?® (p< 0,0001). N&o se observou
diferenca significativa entre os animais tratados com EH 250 mg/kg e os tratados com salina.
Nos animais tratados com F4 houve menor volume dos abscessos em todas concentragdes
testadas quando comparados ao grupo controle, no entanto, com a dose de 500 mg/kg, a
reducdo foi mais significativa com 26,88 mm®, (p < 0,0001 ). A vancomicina demonstrou
efeito significativo apenas na dose de 20 mg/kg, com volume médio dos abscessos de 45,97
mm?® (p< 0,0001). Para todos os tratamentos foram observados efeito dose dependente, ou
seja, quanto maior a dose melhor foi o efeito. A Figuara 22, mostra dois camundogos, um
tratado com salina (Figura 22A) e o outro, com F4 na concentracdo de 500 mg/kg (Figura
22B).

#p=< 0,0001
200+ *p< 0,05
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Figura 21. Volume dos abscessos subcutaneos em camundongos infectados com
MRSA 08, ap6s 72 h de tratamento intra-peritoneal com o extrato EH, fracdo F4 e
vancomicina. Foi utilizado como controle, animais inoculados com Cytodex 2% e os tratados

com salina.

Figura 22. Camundongos infectados com a cepa MRSA via subcutanea e tratados via

intra-peritoneal com salina (A) ou com F4 na dose de 500 mg/Kg (B).

6.4.2 Inibicdo do crescimento bacteriano nos abscessos

A Tabela 14 mostra o efeito inibitério do extrato EH e da fracdo F4 sobre o
crescimento bacteriano nos abscessos, onde o extrato EH demonstrou ser eficaz apenas na
dose de 500 mg/kg, com numero de células viaveis por abscesso aproximadamente de 1,5 log
a menos que o grupo controle (p < 0,05). Nos animais tratados com F4, observou-se atividade
antimicrobiana para ambas as doses de 250 e de 500 mg/kg, com nameros de células vidveis
de aproximadamente 2,5 e 1,9 log, respectivamente, a menos do que os valores observados
para os animais tratados com salina (p = 0,0001). O extrato EH na dose de 500 mg/Kg,
mostrou ser eficaz tanto quanto a vacomicina na dose de 10 mg/Kg. Por outro lado, o nimero
de células viaveis encontrado nos abscessos dos grupos tratados com F4 foi equivalente aos
dos grupos tratados com vancomicina. Atividade antibacteriana dose dependente foi

observada em todos 0s grupos.
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Tabela 14. Efeito inibitério do extrato EH e da fracdo F4, sobre o crescimento

bacteriano nos abscessos de camundongos infectados com a cepa MRSA 08, ap6s 72 h de

infeccdo.
Cepa Tratamento Dose CIM Log UFC/sitio
(mg/kg) (mg/mL) (M = SD)
(MRSA 08)
Controle 7,17+ 0,41
Eh 500 2 5,58 + 0,51 %
250 6,87 £ 0,48
F4 500 0,5 4,66 + 0,73*
250 5,29 + 0,48 *
Vancomicina 20 0,002 4,21+0,91"
10 5,40 + 0,867

M, média; SD, erro padrao; d p< 0,05; *, p = 0,0001

6.4.3 Andlise histopatolégica

A andlise histopatoldgica dos abcessos dos animais infectados com a cepa
MRSA 08 e tratados com as amostras vegetais e a vancomicina foi realizada em todos 0s
grupos com 72 h de tratamento. Como parametros inflamatérios, foram considerados o
infiltrado celular, edema, angiogénese, fibrose, necrose e hemorragia, tendo sido atribuido
escores que variaram de 0 a 3. Melhora significativa no processo inflamatério supurativo foi
observada nos grupos tratados com EH 500 mg/kg, vancomicina e F4. O tratamento com F4,
na dose de 500 mg/Kg, mostrou ser mais eficiente na resolucdo dos abscesseos do que 0s
animais tratados com salina (p < 0,0001), com EH (p < 0,05) ou com vancomicina (p< 0,05)

(Figura 23).
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Figura 23. Mensuracdo dos pardmetros inflamatorios atraves de analise

histopatoldgica, ap6s 72 h do tratamento de camundongos Swiss infectados com a cepa

MRSA. 08. *, p< 0,001; *, p< 0,05
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7. DISCUSSAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, tem, cada vez mais, tornado-se um
grave problema de Salude Publica, ndo s6 em decorréncia das altas taxas de incidéncia no
ambiente hospitalar, como também devido ao risco iminente de sua propagacdo na
comunidade entre individuos sadios (FRANCIS et al., 2005). As quatorze cepas de MRSA
isoladas de espécimes clinicos e incluidas no presente estudo demonstraram ser resistentes a
mais de 5 dos 9 antimicrobianos testados através da técnica de disco difusdo, como
recomenda peloClinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009a). Cepas de MRSA
com esse perfil de resisténcia sdo facilmente isoladas em ambiente hospitalar, como
observado em outros trabalhos (MARIN, 2002). Entre os poucos antibidticos utilizados como
alternativa terapéutica para pacientes infectados por MRSA esta a vancomicina (TAVARES,
2002).

Neste trabalho, os antimicrobianos ciprofloxacina e vancomicina ainda parecem ser
uma alternativa terapéutica para pacientes infectados por MRSA, uma vez que foi observada
resisténcia para estes antimicrobianos de 36 % e 0 %, respectivamente.Uma vez estudos com
microrganismos resistentes a antimicrobianos é indispensavel uma correta identificacdo dos
mesmaos, procuramos confirmar os resultados obtidos no teste de disco difusdo, empregando a
técnica de reacdo em cadeia de polimerase para deteccdo dos genes coag e mecA, como
sugerido por outros autores (RALLAPALLLI et al, 2008). Em todas as cepas foram detectados
tais genes, exceto a cepa MRSA 06, com a qual ndo se observou produto de amplificacdo
correspondente ao gene mecA .

Uso de componentes de plantas com fins terapéuticos vem aumentando no Brasil, e de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, estas poderdo ser a melhor fonte para se obter
uma variedade de drogas (21 e 22). GIBBONS (2006), cita varios exemplos de metabdlitos
isolados de plantas com atividade antimicrobiana frente ao género Staphylococcus. Produtos
naturais vegetais, tém sido apontados como inibidores de bombas de efluxo, um novo alvo na
busca de novos antimicrobianos (GIBBONS, 2006). No entanto, é importante lembrar que o
uso das plantas ndo pode se realizar de forma indiscriminada, uma vez que ndo estdo isentas
de potencial toxico. No entanto, o uso das plantas ndo pode se realizar de forma empirica, mas
baseado em estudos controlados de eficacia e toxicidade (NOGUEIRA et al., 2008).

A planta P. amboinicus usada popularmente em quadros patolégicos como infeccéo

urinaria, otite externa, conjuntivite e faringite, foi mencionada em estudos anteriores como
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detentora de acdo antimicrobiana contra MSSA e MRSA. NOGUEIRA et al. (2008)
comprovaram através do meétodo de difusdo em gel a acdo antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico e do dleo essencial de P. amboinicus contra S. aureus sensivel a meticilina. Os
primeiros relatos de estudos com cepas resistentes a meticilina (MRSA) foram apresentados
por GURGEL et al (2009). Os autores verificaram atividade antimicrobiana para o extrato
hidroalcodlico da planta contra cepas padrdes MSSA (ATCC 25923) e MRSA (ATCC6538)
através do método de difusdo em gel, tendo observado uma média de concentracdo inibitoria
minima (CIM) do extrato de 9,3 mg/mL, superior & média encontrada em nosso estudo (4,8
mg/mL).

Quanto ao 6leo essencial, os autores (NOGUEIRA et al., 2008) encontraram uma CIM
de 4 e 8%, enquanto em nosso estudo, o 6leo essencial apresentou uma CIM > 0,078 % V/v. E
importante ressaltar que nosso método aplicado para analise antimicrobiana é o de
microdiluicdo em caldo, que certamente melhora muito a sensibilidade analitica do ensaio, ja
que a técnica de difusdo em gel pode ndo ser adequada pois apresenta resultados variaveis, a
depender da viscosidade e, portanto, da capacidade de difusdo da amostra em questao.

Quando comparamos nossos extratos entre si, verificamos que o extrato hidroalcoolico
apresentou melhor desempenho (CIM > 2 mg/mL) do que o extrato etandlico (CIM > 4
mg/mL) tanto para as cepas padrdo como com as cepas clinicas. Verificamos ainda que o
extrato hidroalcoodlico e a fragdo F4 apresentaram acdo bacteriostatica nas concentrac@es de
duas e quatro vezes a CIM, ou seja, 4 e 8 mg/mL para o EH e 1 e 4 mg/mL para F4, e acdo
bactericida para ambas na concentracdo de 100 mg/mL, no periodo entre 2 e 4 h de incubacéo
com uma cepa clinica de MRSA. Efeito bactericida do EH também foi observado por
GURGEL et al (2009), porém na concentracao de 1200 mg/mL.

Embora ndo possamos tragar uma comparacdo direta entre as concentragdes do
extrato e aquelas do 6leo, verificamos que o 6leo essencial de P. amboinicus apresentou um
excelente desempenho, com efeito bactericida em todas as concentragdes testadas. A atividade
bactericida do 6leo na concentracdo de duas vezes a CIM sobre a cepa MRSA (ATCC 65398),
iniciou-se ap6s 6h de incubacdo, atingindo a reducdo de 5 log;p UFC/mL em 20h. J& na
concentracdo de 0,6 % v/v, o 6leo mostrou ser bactericida nas primeiras duas horas de
incubagéo reduzindo o nimero de células bacterianas viaveis a zero. Até entdo, estudos ndo
tinham relatado acao antimicrobiana do 6leo essencial de P. amboinicus sobre MRSA.

A andlise cromatografica do 6leo essencial por CG-EM e CG-DIC indicou ser este

constituido por uma mistura com sete compostos, onde cinco deles foram responsaveis por
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98,12 % da constituicdo do 6leo. Embora se saiba que timol e carvacrol sejam isémeros, o que
os tornam impossivel de identificar por CG/DIC, o carvacrol respondeu por 90,55% do 6leo,
sendo responsavel pelo efeito antimicrobiano do 6leo essencial de P.amboinicus (dados nédo
apresentados). Estudos anteriores tem relacionado a atividade antimicrobiana do carvacrol a
sua estrutura, sugerindo claramente que o grupo livre fendlico do carvacrol é vital para a sua
atividade antimicrobiana (ARFA et al., 2006). Atividade anti MRSA do carvacrol ja foi
descrita por outros autores (NOSTRO et. al., 2004).

Em busca de resposta para explicar o efeito antimicrobiano observado para os extratos,
propusemo-nos a fracionar o extrato etanolico por coluna cromatogréafica sob presséo
reduzida, utilizando eluentes com polaridade crescente. Obtivemos cinco fragdes F1-F5, tendo
sido cada fracdo submetida a testes de microdiluicdo em caldo. Apenas as fracbes F3 e F4
mostraram efeito inibitorio com CIM de 8 e > 0,25 mg/mL, respectivamente. O efeito
antimicrobiano superior de F4 comparativamente as demais fracfes e extratos deveu-se
provavelmente ao acumulo de metabolitos ativos presentes na planta como flavonoides e
triterpenos (ALBUQUERQUE, 2000; VERA et al., 1993, GURGEL et al., 2009a).

Submetemos a fracdo F4 a um novo fracionamento, desta vez, utilizando hexano e
acetato de etila em grau crescente de polaridade e em seguida as sete subfracbes F4a-F4g
oriundas do fracionamento foram avaliadas por testes antimicrobianos de microdiluicdo em
caldo e bioautografia. A bioautografia sugeriu que atividade antimicrobiana das subfracdes,
que foram capaz de inibir o crescimento das cepas MRSA a partir dos ensaios de
microdiluicdo, eram decorrentes de um conjunto de substancias com polaridades préximas,
podendo estas atuarem de forma sinérgica ou isoladamente, como foi observado para um
solido (PA-1) isolado da subfracdo F4b com cristais em forma de agulha, amarelados, fator de
retencdo de 0,82 e visivel no UV 365 nm. O solido PA-1, mostrou-se muito eficaz, tendo
apresentado uma CIM de 0,125 mg/mL, tanto para as cepas padrdes como para trés isolados
clinicos, enquanto que F4 apresentou uma CIM > 0,5 mg/mL e o extrato etandlico > 4
mg/mL. Os resultados da RMNH* e RMNC™® para o sélido PA-1 ndo foram apresentados.

Nos ensaios para verificacdo de sinergismo pelo método do tabuleiro de xadrez, foram
verificados resultados satisfatorios com consideravel sinergismo nas ocasides onde o 6leo
essencial foi usado em combinacdo com ciprofloxacina, e quando F4 foi combinado com
vancomicina. Por outro lado, parece que o extrato EH e os antibidticos associados agem sobre
as cepas de MRSA a partir de mecanismos antimicrobianos independentes, com ICIF maior

gue um e menor que quatro nas duas associa¢Oes. Efeito sinérgico do 6leo essencial com
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cefalotina e ampicilina, assim como antagonismo com gentamicina e cloranfenicol foram
relatados por OLIVEIRA et al. (2006). Diante do exposto, cria-se uma possibilidade do uso
destes produtos naturais combinados aos antimicrobianos vancomicina e ciprofloxacina, no
intuito de aumentar o potencial antimicrobiano dos farmacos. No entanto, ndo podemos
descartar a necessidade de estudos in vivo que comprovem tais resultados.

No estudo da toxicidade celular, utilizando linhagem de macrofagos RAW 264.7 em
cultura, observou-se que o EH, fracdo F4 e PA-1 mostraram discreto efeito citotoxico com
ICso de 817 pg/mL, 99,6 pg/mL e 79,8 ug/mL, respectivamente. Apesar do extrato EH ter
apresentado efeito toxico in vitro, em concentracdes inferiores a CIM, 0 mesmo parece nao
ocorrer in vivo, uma vez que a DLsy em camundongos foi acima de 500 mg/kg de peso do
animal. PAULO et al. (2009), em estudos anteriores, também observaram DLs,> 500 mg/Kg
de peso do animal para o extrato hidroalcodlico. De acordo NUNES et al. (1998), o extrato
aquoso das folhas de P. amboinicus na dose de 400 e 600 mg/Kg, em ratos Wistar, ndo alterou
significativamente nenhum dos pardmetros hematolégicos (hemaécias, hemoglobina,
hematocrito, leucocitos, linfocitos e neutrofilos) e bioquimicos (glicose, creatinina, bilirrubina
total, fosfatase alcalina, colesterol total, triglicerideos, AST, ALT e uréia) analisados. Os
mesmos parametros hematologicos e bioquimicos citados anteriormente foram analisados em
seres humanos apds administracdo de P. amboinicus por PAULO et al., (2009), e novamente
nenhuma alteracdo significativa foi observada entre os pacientes estudados. O 6leo essencial
ndo levou a alteracdo da viabilidade celular em nenhuma das diluicdes testadas.

Véarios modelos experimentais de infeccdo de pele e tecidos moles tém sido descrito na
literatura (BUNCE et al., 1992; HEBEISEN et al., 2001; LIVERMORE et al., 2001). Os
protocolos variam amplamente em termos do animal, cepas bacterianas empregadas,
introducdo de materiais estranhos e o tempo do estudo. Estudos usando agar BHI e Cytodex
no inoculo infectante sdo citados por alguns autores (BUNCE et al., 1992). No presente
estudo, optou-se em avaliar o efeito antimicrobiano do EH e da fracdo F4 em um modelo de
tratamento intra-peritoneal, administrando-se duas doses da amostra vegetal, uma logo apos 3
h a partir da infecgdo dos animais e outra, apds 12 h. Este modelo permite avaliar a
capacidade de um composto “proteger” o hospedeiro da infecgao.

Na literatura, geralmente tem se utilizado camundongo SKH1 e Cytodex com base na
consisténcia da infeccdo e as vantagens de camundongos sem pélos na avaliacdo
de infeccOes de pele (BUNCE et al., 1992; FERNANDEZ et al., 2010). No presente estudo,
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ndo foi possivel a utilizagdo de tais animais, pois ndo encontramos em nosso meio nenhuma
possibilidade vidvel de adquiri-los. Dessa forma, optamos pelos camundongos Swiss.

Com objetivo de se induzir uma resposta inflamatéria local, o que facilitaria a
formacgdo dos abscessos, utilizamos Cytodex, no entanto, obtivemos sucesso em induzir a
formagéo do abscesso somente a partir da concentragédo de 2 % de Cytodex (dados néo
apresentados). O tratamento com EH mostrou-se eficaz apenas na dose de 500 mg/Kg com
reducdo tanto no volume dos abscessos como no nuimero de células bacterianas viaveis. A
reducdo no volume dos abscessos e no numero de células viaveis, foi tdo visivel quanto a
observada para 0s animais tratados com vancomicina na dose de 20 e 10 mg/Kg,
respectivamente. Por outro lado, a fragdo F4 foi eficaz em ambas as doses testadas, onde o
tratamento com a dose de 500 mg/Kg foi mais eficaz do que qualquer outro tratamento
guando comparada as medias do volume dos abscessos entre os grupos. Mas, quanto ao
namero de células viaveis o tratamento com F4 foi semelhante ao da vancomicina. Todos
tratamentos mostraram efeito dose dependente.

A rapida recuperacdo dos animais tratados com EH e F4, deve ser ndo sé gracas ao
efeito antimicrobiano comentado anteriormente, mas também ao efeito antiinflamatério ja
relatado por outros estudos (GURGEL et al., 2009b; CHANG et al., 2010), e os observados
por nés, onde a partir da andlise histopatoldgica dos abscessos pdde-se perceber melhora
significativa para os animais tratados com EH na dose de 500 mg/Kg, vacomicina e F4, sendo
este Ultimo o tratamento de melhor resolucdo dos parametros inflamatorios analisados.

Em intensas buscas realizadas na literatura, ndo encontramos relatos demonstrando a
eficacia de P. amboinicus em modelos de abscesso subcutaneo induzidos por microrganismos,
desta maneira, nossos dados sdo relevantes e inéditos. Estudos estdo sendo continuados com o
intuito de identificar e caracterizar os constituintes das subfracdes F4a-d, oriundas da fracdo
F4 do extrato étandlico. A partir da analise destes resultados, ndo sé ratifica os achados in
vitro citados em outros trabalhos, como também alerta a comunidade cientifica para o
potencial terapéutico das folhas de P. amboinicus contra infecgdes por S. aureus,
independentemente da presencga ou auséncia do gene mecA. Paralelamente, € visivel a eficécia
antimicrobiana in vitro do o 6leo essencial e a auséncia de citotoxicidade, tornando-o um
excelente candidato para avaliaches posteriores em protocolos clinicos de antissepsia e

desinfeccéo.
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8.CONCLUSOES

Foi observada acdo antimicrobiana in vitro sobre cepas clinicas de MRSA tanto para 0s
extratos como para o 6leo essencial das folhas, tendo o 6leo o melhor efeito inibitorio com

Concentracdo inibitéria minima > 0,078 %v/v.

Entre as fracGes do extrato etandlico, a fracdo F4 foi a que melhor mostrou efeito inibitorio
com CIM > 0,25 mg/mL, acdo antimicrobiana superior aos extratos hidroalcodlico e

etandlico.

Tanto o extrato EH como a fracdo F4 apresentaram efeito bacteriostatico nas concentracdes de
duas e quatro vezes a CIM. No entanto, efeito bactericida foi alcancado para ambos na
concentracdo de 100 mg/mL, apo6s 3 h de incubacdo com a cepa MRSA (ATCC 65398). O
6leo essencial apresentou efeito bactericida em todas as concentragdes testadas, tendo sido
capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano apds as primeiras duas horas de incubacéo

com a cepa MRSA (ATCC 65398) na concentracao do 6leo essencial de 0,6 % v/v.

A partir das analises cromatograficas CG/DIC e CG/EM, foram identificados cinco
compostos, tendo sido o carvacrol o componente majoritario com 90,55 %. A acdo
antimicrobiana do 6leo foi atribuida ao cavacrol.

Os ensaios de bioautografia mostraram que o efeito antimicrobiano de F4 decorre de mais de
um composto, estando estes distribuidos entre as subfracbes F4a-d. A partir da subfracdo F4b
foi isolado um sélido, PA-1, com atividade antimicrobiana superior aos extratos, fracGes e
subfracdes. N&o se pode também descartar a possibilidade de efeito sinérgico entre os

constituintes da planta;

O oleo essencial e a fracdo F4 mostraram ser capazes de potencializar os efeitos
antimicrobianos in vitro dos antibidticos vancomicina e ciprofloxacina, porém o mecanismo
de acdo antimicrobiana do extrato EH parece atuar de forma independente daqueles

conhecidos para vancomicina e ciprofloxacina.
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O extrato EH e a fracdo F4 e o composto PA-1 foram citotdxicos para linhagens de
macrofagos (RAW 264.7) em concentracdes inferiores as CIMs encontradas para as cepas de
MRSA. No entanto, a citotoxicidade do extrato EH parece ndo ter apresentado efeito
significativo no sistema biol6gico, uma vez que observamos DLspacima de 500 mg/mL em
camundongos tratados com 2000 mg/Kg do extrato hidroalcodlico. Efeito citotdxico para o

6leo essencial ndo foi observado em nenhuma das concentracgdes testadas.

O extrato EH mostrou atividade antimicrobiana in vivo apenas na dose de 500 mg/kg, com
reducdo significativa tanto no volume como no nimero de bactérias viaveis nos abscessos. A
fracdo F4 foi eficaz tanto na concentracdo de 250 mg/kg como na de 500 mg/kg, sendo a de
500 mg/kg mais eficaz que qualquer outro tratamento quando comparado a média do volume
dos abscessos entre os grupos. A fragdo F4 mostrou ser eficaz tanto quanto a vancomicina na
capacidade de inibir o crescimento de MRSA em camundongos infectados.

A partir da andlise histopatoldgica, percebe-se que ambas as amostras vegetais
proporcionaram melhoras significativas nos parametros inflamatorios analisados. Porém,
acredita-se que tais resultados ndo sejam atribuidos apenas aos efeitos antimicrobianos
mencionados anteriormente, mas também a outras atividades farmacoldgicas ja conhecidas

como, por exemplo, acdo anti-inflamatdria.
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