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RESUMO

A resisténcia microbiana aos antibioticos atuais € um problema global dificultando o
tratamento de infeccbes. Dessa forma, torna-se importante a pesquisa por novos
medicamentos. O estudo de produtos naturais € uma das possibilidades nesta busca,
por meio de seu efeito sinérgico com antibioticos. Protium spruceanum é uma planta
muito encontrada em algumas regides do Brasil. Essa espécie possui acdo anti-
inflamatoria e antibacteriana, podendo ser uma opc¢ao para um efeito sinérgico com
antibacterianos topicos no tratamento de infec¢cdes de pele e tecidos moles. Essas
infeccbes, causadas principalmente por Staphylococcus aureus, apresentam uma alta
prevaléncia e um numero elevado de hospitalizacdes. O antibiético mais usado no
tratamento € a mupirocina. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é avaliar a
possibilidade de acdo sinérgica entre a mupirocina e fracdo hidrometandlica de folhas
de P. spruceanum. Foi determinado a concentracdo inibitéria minima da fracao,
antibidtico e sua combinagdo contra S. aureus, MRSA e S. epidermidis, por
microdiluicdo em caldo. A combinacdo de fragdo e mupirocina apresentou atividade
sinérgica contra S. aureus e MRSA, com efeito indiferente para S. epidermidis. Também
foi avaliada a inibicdo da formacdo de biofilme, pelo método de coloracdo por cristal
violeta. Os resultados indicaram que houve inibicdo de formacdo do biofilme de S.
aureus e MRSA, mas nao houve inibicdo para S. epidermidis. O efeito sobre a
permeabilidade de membrana foi avaliado por citometria utilizando iodeto de propideo
como marcador. Todas as trés bactérias apresentaram aumento da permeabilidade de
membrana quando tratadas com a fracdo, mas ndo apresentou aumento de
permeabilidade em relacdo ao antibiético, sendo esse efeito relacionado ao sinergismo.
Portanto, a fracdo possui acdo sinérgica com mupirocina e pode facilitar o tratamento
de infeccdes de pele e tecidos moles.

Palavras-Chave: Sinergismo; infeccdes de pele; Staphylococcus aureus; Mupirocina,
Protium spruceanum; Staphylococcus aureus resistente a meticilina; Staphylococcus
epidermidis.



ABSTRACT

Microbial resistance to current antibiotics is a global problem making it difficult to treat
infections. In this way, research for new drugs becomes important. The study of natural
products is one of the possibilities in this search, through its synergistic effect with
antibiotics. Protium spruceanum is a plant very found in some regions of Brazil. This
species has anti-inflammatory and antibacterial action and may be an option for a
synergistic effect with topical antibacterials in the treatment of skin and soft tissue
infections. These infections, mainly caused by Staphylococcus aureus, present a high
prevalence and a high number of hospitalizations. The most commonly used antibiotic in
treatment is mupirocin. Thus, the objective of this work is to evaluate the possibility of
synergistic action between mupirocin and hydrometanic fraction of leaves of P.
spruceanum. The minimum inhibitory concentration of the antibiotic fraction and its
combination against S. aureus, MRSA and S. epidermidis were determined by
microdilution in broth. The combination of fraction and mupirocin had synergistic activity
against S. aureus and MRSA, with indifferent effect for S. epidermidis. Inhibition of
biofilm formation was also evaluated by the violet crystal staining method. The results
indicated that there was inhibition of S. aureus and MRSA biofilm formation, but there
was no inhibition of S. epidermidis. The effect on membrane permeability was assessed
by cytometry using propidium iodide as the label. All three bacteria presented increased
membrane permeability when treated with the fraction but did not show increase of
permeability in relation to the antibiotic, being this effect related to synergism. Therefore,
the fraction has synergistic action with mupirocin and may facilitate the treatment of skin
and soft tissue infections.

KeyWords: Synergism; Skin infections; Staphylococcus aureus; Mupirocina, Protium
spruceanum; Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; Sttaphylococcus epidermidis.
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1 INTRODUCAO

A descoberta do antibittico foi uma das grandes conquistas para a sociedade, e
isso foi possivel & medida que foram sendo realizados estudos sobre o funcionamento
das bactérias planctonicas (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Mas com
0 aparecimento de doencas endémicas, vieram também os conhecimentos sobre a
resisténcia bacteriana e sobre os biofilmes, que s&o constituidos por uma matriz
extrapolimérica que propicia crescimento e protecdo das col6nias das bactérias
(COSTERTON et al, 2003).

A resisténcia bacteriana é a causa de infec¢Ges de dificil tratamento e propicia
uma maior permanéncia nas unidades de saude, elevando o custo e consequentemente
contribuindo para as complicagdes relacionadas a essas doengas (KADOSAKI, 2012).

Os problemas relacionados com a resisténcia bacteriana aos antibidticos € um
obstaculo na saude global e sédo relacionadas a varios aspectos. Sendo assim, é
necessario haver um entendimento da acdo dos antimicrobianos e dos mecanismos de
resisténcia bacteriana, politicas mais firmes de uso racional desses medicamentos e
acOes de controle de infeccdbes em ambito hospitalar e comunitarias. Além de
planejamento e sintese de novos farmacos (SILVEIRA et al, 2006).

Pensando no planejamento de novos farmacos antimicrobianos, o estudo de
produtos naturais tem sido uma alternativa (NASCIMENTO et al, 2000). Além de
farmacos vindos desses produtos, ha também a possibilidade de efeito sinérgico entre
produtos de origem vegetal e antibidticos j4 existentes, potencializando a sua acéo
(CANTON; ONOFRE, 2010).

Uma das espécies vegetais que pode ser utilizada no estudo por novos
antimicrobianos é a Protium spruceanum, da familia Burseraceae, que além das
atividades analgésica, anti-inflamatoria, gastroprotetora e antialérgica, possui também
acdo antibacteriana (RODRIGUES et al, 2013; AMPARO, 2016). Dentre as espécies
bacterianas sensiveis a extratos e fracdbes de P. spruceanum destaca-se a
Staphylococcus aureus, principal agente etiologico de infec¢des de pele e tecidos moles
(AMPARO, 2016).
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As infeccdes de pele, como impetigo, foliculites, celulites, abscessos e infec¢des
de feridas e queimaduras, sdo doencas de alta prevaléncia e o numero de
hospitalizagdes tem aumentado rapidamente (JAASKELAINEN et al., 2016). Um dos
antibiéticos utilizados no tratamento de vérios tipos de infeccbes de pele € a
mupirocina, considerado o melhor agente topico, porém existem relatos de resisténcia
bacteriana a esse farmaco (PATEL; GORWITZ; JERNIGAN, 2015).

A mupirocina foi implementada na pratica clinica em 1985, mas em apenas 2
anos houve o primeiro relato de resisténcia a S. aureus (MupRSA) (ANTONOQV et al,
2015). Segundo Cookson (1998, p.1) “a mupirocina é bacteriostatica, mas apresenta
atividade bactericida em pH mais baixo semelhante a algumas partes da pele”. Possui
uma grande importadncia no controle de S. aureus MRSA e S.aureus, pela
descolonizacdo de patdégenos em pacientes, profissionais de salude e de materiais
médicos (HETEM; BOTEN, 2013).

Nesse trabalho, foi realizado um estudo de avaliacdo do efeito sinérgico entre

uma fragc&o polar de Protium spruceanum e o antibiético mupirocina.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o sinergismo da mupirocina com a fragdo hidrometandlica de Protium

spruceanum.

2.1 Objetivos especificos

e Obter as fracdes dos extratos de folhas de Protium spruceanum;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima da mupirocina em relacdo as cepas
testadas;

e Determinar a concentragdo inibitdria minima da fracdo hidrometandlica de P.
spruceanum em relacdo as cepas testadas.

e Determinar a concentracdo inibitéria minima da combinacdo da mupirocina com as
fracGes hidrometandlicas de P. spruceanum em relacéo as cepas testadas.

e Calcular o indice de concentracao inibitéria fracionada;

e Avaliar a acdo contra biofilmes bacterianos;

e Avaliar o efeito sobre a permeabilidade de membrana das bactérias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1lInfecc¢des de pele e tecidos moles

Segundo Souza (2003): “as infecgcbes de pele e tecidos moles séao
caracterizadas por inflamacédo aguda, difusa, edematosa, supurativa e disseminada,
que atinge a derme e o subcutaneo e a elas, frequentemente, estdo associados
sintomas sistémicos, como febre e calafrios”.

Essas infeccbfes sdo classificadas de acordo com a complexidade, como
infeccbes superficiais ou complicadas. As superficiais geralmente sdo tratadas em
ambulatérios e com antibiéticos orais ou topicos. Ja a infeccdes complicadas, séo
aguelas que atingem tecidos mais profundos e necessitam de um cuidado mais
especializado em hospitais, com medicamentos intravenosos e até mesmo intervencao
cirdrgica em alguns casos (WEIGELT et al., 2005). Dentre as infec¢cdes cutaneas mais
comuns tém-se: impetigo, ectima, erisipela e foliculites (PIRES et al., 2015).

As infecgbes de pele e tecidos moles sdo frequentes no ambiente hospitalar e
representam 7% das infec¢cdes hospitalares (NOGUEIRA et al., 2009). Também sao
muito comuns no pronto atendimento, podendo até se tornar casos em que 0 paciente
seja admitido na unidade de tratamento intensivo (UTI), devido a possibilidade de
agravamento (MALHEIRO et al 2017). Dentre as preocupacdes relacionadas a essas
infeccdes esta a resisténcia bacteriana e, segundo dados da OMS (2018), mais de 50%

das infecc¢des do sitio cirirgico séo resistentes a antimicrobianos.

3.2 Agentes etiolégicos das infec¢cbes de pele e tecidos moles

Os principais agentes etiologicos das infeccdes de pele e tecidos moles séo
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
vulnificus e Clostridium perfringens (SOUZA, 2003).

Dentre estas bactérias, S. aureus é considerado o principal agente etiol6gico das

infeccOes de pele. Em estudo de Nogueira et al. (2009) S. aureus representou 20% das
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infeccbes hospitalares, sendo o segundo mais prevalente, atras apenas de Klebsiella
pneumoniae (22%). E seguido por Pseudomonas aeruginosa (14%), Acinetobacter sp
(13%), Escherichia coli (10%), Enterobacter sp (9%) e Candida sp. (9%). S. aureus é
uma bactéria Gram-positiva que tipicamente € encontrada na superficie da pele,
fazendo parte da flora natural, mas o comprometimento da barreira cutanea e a baixa
imunidade faz com que o S. aureus demonstre patogenicidade (NETTO ZAVADINACK
et al., 2001; YOSHII et al., 2017; PENG et al., 2018). Essa bactéria pode colonizar
rosto, maos, axila e virilha, mas seu habitat primario sdo as narinas (HENDERSON,
2006). Ela possui um importante papel nas infec¢coes nosocomiais, infeccfes adquiridas
na comunidade e ¢é importante patdgeno em infec¢cdes por biofilme (NETTO
ZAVADINACK et al, 2001; YOSHII et al, 2017; PENG et al, 2018).

Netto Zavadinack et al. (2001) demonstraram que a prevaléncia de S. aureus foi
de 66,35% em infec¢cdes com abcedacdo da pele e tecido celular subcutaneo, sendo o
micro-organismo mais frequentemente encontrado. A alta prevaléncia dessa bactéria se
tornou um problema, uma vez que, as infec¢cées de pele causadas pelo S. aureus
meticilina resistente (MRSA) deixaram de ser uma questao exclusivamente hospitalar e
se tornaram um problema emergente na comunidade (GELATTI et al, 2009).

O MRSA mostrou elevadas taxas de resisténcia a penicilina (84,9%), oxacilina
(77,3%), eritromicina (66,0%) e trimetropim mais sulfametoxazol (43,3%) (NOGUEIRA
et al., 2009). Além desses antibidticos, tém-se observado uma alta prevaléncia de
cepas de MRSA resistente a mupirocina (HETEM; BOTEN, 2013; CHATURVEDI et al.,
2014).

Outro agente etiolégico nas infeccbes de pele e tecidos moles é o
Staphylococcus epidermidis, também uma bactéria gram-positiva comum na superficie
da pele e no ambiente hospitalar (LOWY; HAMMER, 1983). Essa bactéria estd muito
associada a infecgbes por formacdo de biofilme em dispositivos médicos, como
cateteres, eletrodos, marca-passos, entre outros (COLAN et al, 2012; ZIEBUHR et al,
2006). Essas infeccdes possuem grandes chances de ocorrer por contaminacao
durante a insercao desses dispositivos. Ocorrendo com com grande frequéncia e de
dificil tratamento (OTTO, 2009).
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3.3 Mupirocina

A mupirocina (Figura 1) € um dos antibiéticos usados para tratamento de varios
tipos de infeccbes de pele, considerado o melhor agente topico e mais eficiente que
bacitracina e neomicina e equivalente a antimicrobianos orais para terapéutica de
impetigo, por exemplo (STEVENS et al, 2005). Os antibidticos de uso topico, como a
mupirocina, possuem vantagens: atingem grandes concentragbes aos locais alvo,
possui uma absorcao sistémica pequena e poucos efeitos adversos (UREN; PSALTIS;
WORMAND, 2008). Além disso, esse antibiotico é utilizado também na descolonizagéo
de patégenos de mucosas, lesdes cutaneas em pacientes e em profissionais de saude
e usado também para a prevencdo de infeccdo em dispositivos médicos internos
(MOURA et al., 2010; JOHNSON et al., 2002).

Figure 1— Estrutura molecular da mupirocina

Fonte: FERNANDES (2014. p.41).

A mupirocina é produzida pela bactéria Pseudomonas flourescense e atua
inibindo a sintese de proteina da bactéria. Em niveis séricos a mupirocina sofre rapida
degradacdo a um metabdlito antibacteriano inativo no plasma, dessa maneira ela s6
pode ser utilizada topicamente (SUTHERLAND et al 1985; UREN, PSALTIS,
WORMAND, 2008). O uso prolongado desse antibiotico na descolonizacdo de
patdgenos em pacientes causa uma alta prevaléncia na resisténcia, como demonstrado
no estudo de Milller, et al (1996). Apesar da eficiéncia comprovada da mupirocina na
descolonizacdo de S. aureus na pele, ha poucos estudos de sua acdo nos biofilmes

formados por essa bactéria.
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3.4 Biofilmes bacterianos

O biofilme criado por S. aureus € caracterizado pela fixacdo de multicamadas de
células a superficie, sendo embutidas em uma matriz polimérica (YOSHII et al, 2017;
FEUILLIE et al, 2017; PENG et al, 2018). Apos a fixacdo das bactérias a superficie, ha
a liberacdo de substancias extrapoliméricas, constituidas de lipopolissacarideos,
proteinas, lipideos, glicolipideos e &cido nucleico, que formam o biofilme. Nessa fase
ocorre a formacgédo de microcolonias e a formacdo de uma camada de hidrogel na
superficie da substancia extrapolimérica criando uma barreira fisica entre a
microcolénias e o ambiente externo. Com a formacdo dessa barreira, as células
conseguem se replicar e se descolar da superficie e criar outras coldnias e biofilme em
outra superficie (Figura 2) (KAMARUZZAMAN et al, 2018). A presenca do biofilme
dificulta o tratamento, podendo levar a maior duracdo do uso de antibidticos e maiores
doses, aumentando a resisténcia a esses medicamentos (YOSHII et al, 2017; FEUILLIE
et al, 2017; PENG et al, 2018).

Figure 2 - Formacéo do biofilme

Substincias extracelulares
polmérnicas Madrogel
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1. Fixacao de bactéria a superficie 2. Adesbo entre bacterias e 3. Formagao de uma microcolénia 4. Deslocamento das bactérias da
superficie microcolonia

Fonte: Adaptado de KAMARUZZAMAN, et al (2018).

Segundo, Percival; McCarty; Lipsky (2015) em casos de feridas abertas, devido a
falta da barreira de protecdo, a contaminacdo por microrganismos enddgenos ou
exdgenos é facilitada. O corpo responde a infeccdo com a atuacédo do sistema imune
que controla ou destréi esses microrganismos. Ao estabelecer o biofilme, essa infec¢éo
exibird resisténcia ao sistema imune e a antimicrobianos, se tornando uma infecgéo de

dificil tratamento e necessitando de maior especializagéo.
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3.5 Sinergismo entre extratos vegetais e farmacos antibacterianos

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos disponiveis no mercado faz com que
seja necessario buscar novas alternativas (OLIVEIRA et al, 2008). Visando melhorar a
acao desses farmacos, sdo importantes as pesquisas com produtos naturais, visto que
0 sinergismo entre antibidtico e extratos de plantas tem acdo contra bactérias
resistentes e pode ser considerado um novo caminho para o tratamento doencas
infecciosas (NASCIMENTO et al., 2000).

Estudos de sinergismo entre produtos naturais e antibidticos se tornaram uma
alternativa para contornar o problema da resisténcia bacteriana. Varios estudos tém
analisado a atividade de substancias a partir de espécies de plantas. Por exemplo,
Oliveira et al. (2006) em que demonstram que 6leos essenciais de plantas medicinais
de uso popular exerceram uma acdo interferente na atuacdo de antibibticos, por
sinergismo ou antagonismo.

Em um estudo realizado por Kifer; Muzinic, Klaric (2016) verificou-se a acao da
mupirocina juntamente com trés monoterpenos: mentol, 1,8-cineol e timol em relagéo ao
biofiime formado por S. aureus, no qual foi comprovado o sinergismo na acédo anti-

biofilme e acao anti-inflamatéria.

3.6 Protium spruceanum

Uma das espécies vegetais que podem ser utilizadas no estudo por novos
antimicrobianos é a Protium spruceanum (Figura 3), da familia Burseraceae. Essa
familia inclui 18 géneros com 700 espécies e no Brasil esta presente em grande parte
na Amazonia (OLIVEIRA-FILHO; RATTER 1995). O género Protium é utilizado na
medicina tradicional como analgésico, anti-inflamatério, gastroprotetor e antialérgico
(RODRIGUES et al, 2013). Além disso, a P. spruceanum possui também acéo
antibacteriana, como demonstrado por Amparo (2016). Em seu estudo foram
preparados extratos etandlicos e fracbes hidrometandlicas, hexanicas e
acetatoetilénicas de galhos e folhas da espécie. As fracdes que apresentaram maior

atividade antibacteriana contra S. aureus e MRSA foram as hidrometandlicas e
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acetatoetilénicas das folhas. Foram encontrados nos extratos metabolitos secundarios
das classes: terpenos, flavonoides, taninos e cumarinas e a presenca de taninos totais
foi relacionado com a atividade antimicrobiana total das fracdes.

Portanto, neste trabalho avaliou-se o sinergismo da fracdo polar de P.
spruceanum com o antibiético mupirocina, como uma alternativa para o tratamento de

infeccdes de pele.

Figure 3 - Fotografia da Protium spruceanum.

Fonte: RODRIGUES et al (2013, p.7).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo e fracionamento de extratos

Foi utilizada neste presente estudo a fracdo hidrometanodlica de folhas da
espécie Protium spruceanum (Benth.) Engler., obtida por Amparo (2018). As extracdes
foram realizadas a partir dos materiais triturados por meio de maceracdo dinamica
assistida por ultrassom, com etanol 92,8°GL, sob temperatura ambiente e ciclos de 30
min. Filtrou-se e removeu-se completamente o solvente. Repetiu-se 0 processo até o

esgotamento, quase total, do material vegetal.
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ApoOs secagem, as extracOes etanodlicas foram resuspendidas em metanol com
agua e realizou-se a particdo liquido-liquido sucessivas em funil de separacéo
utiizando hexano. Dessa maneira, foram obtidas as fragbes hexanica e

hidrometandlica.

4.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) das fracdes

hidrometandlicas e da mupirocina

A atividade antimicrobiana das fracGes hidrometandlicas de galhos de P.
spruceanum e da mupirocina foram avaliadas utilizando linhagens Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus MRSA (isolado clinico) e Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228. Determinou-se as concentra¢des inibitérias minima (CIM)
pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012).

No preparo do indculo utilizou-se como base, a escala nefelométrica de
McFarland. As bactérias cultivadas em &gar Muller Hinton por 24 horas, foram
suspendidas em solucéo salina (NaCl 0,9%), de modo a se obter turvacao equivalente
ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Essas suspensdes foram diluidas 1:100 em caldo
Mueller Hinton visando obter uma concentracédo final no teste de 5 x 10° UFC/mL.

Foram solubilizadas 24mg de fracdo em 60uL de DMSO e pipetou-se 18 pL de
uma solucdo estoque 2 mg/mL de antibiético. Completou-se com caldo Mueller Hinton
até o volume de 1,5 mL, para obter as concentracdes de 16000 ug/mL para a fracéo e 8
pg/mL para a mupirocina. Utilizou-se placas de 96 pocos e realizou-se diluicdes
seriadas 1:2. Dessa forma, foram obtidas 8 concentracdes, de 8 a 0,03125 mg/mL de
fracéo e de 4 a 0,0625 pg/mL de mupirocina.

Para controle de crescimento, foram adicionados 50 pL de caldo Mueller Hinton.
No controle positivo, adicionou-se 50 L tetraciclina (100 ug/mL). No controle negativo,
adicionou-se 50 pl caldo Mueller Hinton com 4% de DMSO. Como controle de meio de
cultura adicionou-se 100 pL caldo Mueller Hinton.

Apoés a adicdo de 50 pL da amostra e controles, foram adicionados 50 pL de
indculo em cada pogo (com excegdo do controle de meio de cultura) e incubou-se as

placas a 37°C por 24 horas. Ao final do tempo de incubacgao, adicionou-se CTT (Cloreto
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de 2,3,5-trifenil tetrazolico) a 2,0 mg/mL e as placas incubadas por 3 horas. A menor
concentracdo das fracbes e da mupirocina sem crescimento microbiano visivel (sem
coloracéo rosa) foram consideradas a CIM.

Os pocos sem coloracdo visivel até o primeiro com coloragdo visivel foram
repicados, com auxilio de alca bacteriologica para placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton. As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 24 horas e foi
considerada como concentragdo bactericida minima (CBM), a menor concentracdo em
que nao houve crescimento microbiano. Os testes foram realizados em triplicata.

A razdo CBM/CIM foi calculada para definir o modo de antibiose das fracdes:
bactericida quando CBM/CIM < 4 e bacteriostatico quando CBM/CIM > 4 (AYALA-
NUNEZ et al., 2009).

4.3 Analise do efeito sinérgico entre a fracdo e a mupirocina

Realizou-se a andlise do efeito sinérgico utilizando uma mistura da fracéo
hidrometandlica e da mupirocina em propor¢édo de 1:1, solubilizados em caldo Mueller
Hinton com 4% de DMSO, nas concentracdes de 8000 pug/mL da fracdo e 2 ug/mL da
mupirocina. A CIM da mistura foi determinada como descrito no item 5.2.

Com os resultados da CIM da mistura, da fracdo e da mupirocina, foram
calculados a concentracdo inibitéria fracionada (CIF) e o indice de concentracdo
inibitéria fracionada (ICIF), segundo GOTO et al, 1999.

Foram utilizadas as equacdes abaixo:

ICIF = CIF (fragao) + CIF (mupirocina)

CIM (fracdo na combinacdo) CIM(mupirocina na combinacio)
CIM (fracio) CIM (mupirocina)

ICIF =

Foi utilizada como referéncia a classificacdo de Fratini et al (2017), que propdem
os valores ICIF para o efeito sinérgico de ICIF < 1, o efeito indiferente 1> ICIF <2 e 0

efeito antagonista ICIF >2.
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4.4 Teste de permeabilidade de membrana

Para preparo do indculo utilizou-se como base, a escala de McFarland. As
bactérias cultivadas em &gar por 24 horas, foram suspendidas em solugéo salina (NaCl
0,9%), de modo a se obter turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland.
Essas suspensfes foram diluidas em caldo Mueller Hinton, obtendo uma concentracao
final del x 10® UFC/mL. A fracdo, a mupirocina e a mistura de ambas foram diluidas
em meio de cultura com 4% de DMSO para obter a concentragéo final no teste
equivalente ao MIC. Em seguida, em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL
da fracdo, do antibiético e da fracdo associado ao antibiético e 100 pL do in6culo em
cada poco, em triplicata. Para o controle foram adicionados 100 uL de caldo Mueller
Hinton e 100 uL de in6culo. A placa foi incubada por 24 horas a 37°C. Ap6s o periodo
de incubacédo, as amostras foram transferidas para tubos de citometria. Centrifugou-se
as amostras por 10 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi descartado. A amostra foi
ressuspendida em 100 pL de solugdo salina, adicionado 1 pL de iodeto de propideo a
1mg/mL e homogeneizado. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
30 min, ao abrigo de luz. A analise de citometria de fluxo foi realizada usando BD FACS
Calibur (BD Bioscence®) e os dados foram analisados por Flow Jo v.10® (Chopra et al.,
2015). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP) e os dados
foram avaliados por andlise de variancia one-way (ANOVA) seguida do teste de Dunn,
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05)

foram considerados como indicativos de significancia.

4.5 Inibicdo da formagao de biofilmes bacterianos

Para a avaliacdo das fracdes contra biofilmes, utilizou-se a metodologia descrita
por Matarasi e Dosler (2012), modificada.

Os in6culos foram preparados pela suspenséo de colonias de bactérias cultivas
em agar Mueller Hinton por 24 horas em salina (NaCl 0,9%), de modo a se obter
turvacdo 0,5 na escala de McFarland. As suspensdes foram diluidas 1:5 em caldo

Mueller Hinton enriquecido com 2% de glicose.
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Foram solubilizadas a fracdo e a mupirocina em caldo Mueller Hinton enriquecido
com 2% de glicose e 4% de DMSO, para obter concentracdo de 16 mg/mL da fracdo e
200pg/mL da mupirocina. Em placas de 96 pocos, foram adicionados caldo Mueller
Hinton enriquecido com 2% de glicose a partir do segundo poco de cada coluna. Em
seguida, adicionou-se solucdo da amostra no primeiro poco e realizou diluicdes
seriadas 1:2, retirando do primeiro poco e adicionando no seguinte. Dessa forma, foram
obtidas 6 concentracdes, de 8,00 a 0,25 pug/mL e 100 a 1,5625 pg/mL de fracdo e
mupirocina, em triplicata.

Para controle de crescimento, foram adicionados 50 pL caldo Mueller Hinton
enriquecido com 2% de glicose. No controle positivo, adicionou-se 50 pL tetraciclina
(100 pg/mL). No controle negativo, adicionou-se 50 pL caldo Mueller Hinton enriquecido
com 2% de glicose 4% DMSO. Como controle de meio de cultura adicionou-se 100 pL
caldo Mueller Hinton enriquecido com 2% de glicose.

Apos adicdo das amostras, adicionou-se o0 indculo as placas, que foram
incubadas em 37°C por 24 horas. Apés incubacdo, removeu-se 0 meio e 0S pocos
foram lavados com solucéo salina cuidadosamente e secou-se as placas a 50°C por 40
min.

Os biofilmes formados foram fixados com 200 pyL de metanol por 15 min, o
solvente foi removido e a placa seca novamente. Em seguida, adicionou-se 30uL de
cristal violeta 1% v/v em agua e depois de 5 min lavou-se a placa com agua destilada.
As placas foram secas e adicionou-se 100 uL de etanol. Ap6s a solubilizacdo efetuou-
se a leitura da absorbancia em 570 nm em leitor de ELISA. Os valores de absorbancia

foram utilizados para calcular a porcentagem de biofilme em relacdo ao controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacédo de CIM da fracdo hidrometandlica e da mupirocina

Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 1. A razdo CBM/CIM da
fracdo hidrometandlica apresentou resultados < 4 para as trés bactérias sendo entéao
bactericida, j& para a mupirocina as trés bactérias apresentaram resultados > 4, sendo
entdo bacteriostatico (AYALA-NUNEZ et al., 2009).

Tabela 1 - Concentracao inibitoria minima (CIM), concentracéo bactericida minima
(CBM) e relagdo CBM/CIM das amostras de fracado hidrometandlica de P. spruceanum e

do antibi6tico mupirocina.

Fracéo Antibiotico
CIM CBM CBM/CIM CIM CBM CBM/CIM
(Hg/mL)  (Hg/mL) (Hg/mL)  (ng/mL)
S. aureus 2000 4000 2 0,125 >2,0 16
MRSA 2000 4000 2 0,062 1 16,12
S. epidermidis 2000 8000 4 0,062 0,5 8,06

A atividade bactericida possui vantagens clinicas em relacdo a atividade
bacteriostatica, podendo apresentar uma menor inducédo de resisténcia por eliminar as
bactérias (FRENCH, 2006). A fracdo apresentou atividade bactericida, podendo
contribuir para o efeito sinérgico com a mupirocina.

A pele apresenta um pH mais &cido até 55 e durante a realizagdo desse
trabalho foi utilizado um pH de aproximadamente 7,0. O pH é um fator que influencia na
atividade da mupirocina, que apresenta segundo Sutherland et al (1985); Casewell, Hill
(1985), uma maior atividade em pH mais acido. Dessa forma, justifica-se o resultado de
gque a mupirocina apresentou um carater bacteriostatico e nao bactericida nas

condigdes testadas.
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No tratamento de infeccbes de pele, o efeito bacteriostatico ou bactericida é
considerado um fator indiferente, como demonstrado no estudo de Nemeth; Oesch;
Kuster (2014) em que nao houve diferenca na resposta do tratamento em relagao a ser
bacteriostatico ou bactericida. Dessa maneira, a mupirocina € um medicamento que

possui grande aplicacdo no tratamento de tais infeccdes.

5.2 Analise do efeito sinérgico entre a fragcdo e a mupirocina

Os resultados obtidos durante os experimentos (Tabela 2) demonstram valores
de ICIF para S. aureus e MRSA abaixo de 1, indicando assim, efeito sinérgico entre
fracAo e mupirocina para essas duas bactérias. Ja o resultado obtido para S.
epidermidis apresentou valor de ICIF entre 1 e 2, indicando efeito indiferente (FRATINI
et al, 2017).

Tabela 2 - Concentracgéo inibitéria minima (CIM) e indice de concentragdo inibitoria

fracionada (ICIF) das amostras de fracdo, de antibiético mupirocina e mistura fracao +

antibiotico.
Fracéo Antibiotico Fracdo + Antibiotico
CIM CIM CIM ICIF
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
S. aureus 2000 0,125 Fracdo 250 0,621
+ Antibiotico
0,062
MRSA 2000 0,062 Fracdo 125 0,562
+ Antibiotico
0,031
S. 2000 0,062 Fracdo 250 1,125
epidermidis + Antibiotico

0,062
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O sinergismo entre antibacterianos e extratos de plantas pode ser uma opcéao
guando durante o tratamento de infec¢gbes, 0 antibidtico por si s6 ndo consegue mais
ser efetivo (NASCIMENTO et al, 2000). H4& um crescente nimero de estudos de
sinergismo entre antibiéticos e extratos vegetais, como uma opg¢ao para tratamento de
infeccoes.

Um desses estudos é o de Sato et al (2004) em que ha um efeito sinérgico entre
a mupirocina e a isoflavonona bidwillon B contra cepas MRSA. Outra desses estudos é
o de Onlen et al (2007) que avaliou o efeito sinérgico do prépolis, que tem em sua
composicao flavonoides entre outros compostos, com a mupirocina e obteve uma
reducdo de bactérias na narinas de coelhos com a combinacdo de mupirocina e

propolis, quando comparado com o tratamento do cada um separadamente.

5.3 Permeabilidade

Para a analise de permeabilidade de membrana foi analisado a fluorescéncia
causada pelo iodeto de propideo ao passar pela a membrana e se ligar ao DNA.
Através dos resultados das analises por citometria (Figura 4), nota-se que para as trés
bactérias o tratamento com fracdo associado ao antibidtico induziu aumento da
permeabilidade da membrana. As amostras de fracdo isolada também apresentaram
um aumento de permeabilidade em relacéo as trés bactérias, porém esse efeito nao foi
observado para o antibiotico sozinho (figuras 5,6,7).

A fracdo apresenta flavonoides sem sua composi¢cdo entre outros compostos,
como demonstrado por Amparo (2018). Esse aumento de permeabilidade pode estar
ligado a presenca desses flavonoides. H4 estudos que relacionam a presenca de
flavonoides quando usados em combinacgdes apresentam o aumento de permeabilidade
de membrana.

Um desses estudos é o de Eumkeb et al (2011) comprovam que a combinagao
de flavoines com amoxicilina apresentaram aumento da permeabilidade de membrana
de microrganismos, mas que o0s dois sozinhos ndo apresentaram essa acao. Outro

estudo que demonstra a atividade antibacteriana dos flavonoides € o de Cushnie; Lamb
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(2005) em que a catequetina, galato de epicatequina, 3-O-octanoil apresentaram
moderada e alta permeabilidade de membrana.

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que o efeito sinérgico entre fracédo e
mupirocina esté relacionado com o aumento da permeabilidade de membrana induzido
pela fracdo, entretanto, a amostra de S. epidermidis também apresentou um aumento
da permeabilidade da membrana, mas esse efeito nao foi suficiente para resultar em
sinergismo entre fragdo e antibiotico. Dessa maneira, sd0 necessarios mais estudos
para esclarecer esse efeito em S epidermidis.

Um dos mecanismos de resisténcia das bactérias é a reducdo da permeabilidade
da membrana e isso resulta na diminuicdo de absorcdo de antibidticos (ABREU; MC
BAIN; SIMOES, 2012). A mupirocina associada a fracdo apresentou um aumento da
permeabilidade da membrana, dessa maneira, esse aumento pode diminuir a
resisténcia das bactérias e aumentar a acdo do antibiético, por facilitar sua entrada na

célula bacteriana.



26

Figure 4 - Histograma representativo dos resultados expressos em porcentagem de
células com fluorescéncia. Amostra de antibiético em azul, amostra de fragcdo em verde,
amostra de fragdo + antibidtico em laranja, controle em preto. A- S. aureus B -MRSA.
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Figure 5 - Grafico representativo dos resultados expressos em porcentagem de células
com fluorescéncia de analise de S. aureus. Amostra de antibiético, amostra de fracéo,

amostra de fracdo + antibiotico, controle. As letras diferentes apresentam p<0,05.
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Figure 6 - Grafico representativo dos resultados expressos em porcentagem de células
com fluorescéncia de analise de MRSA. Amostra de antibiético, amostra de fracéo,

amostra de fracdo + antibidtico, controle. As letras diferentes apresentam p<0,05.
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Figure 7 - Grafico representativo dos resultados expressos em porcentagem de células
com fluorescéncia de analise de S. epidermidis. Amostra de antibiotico, amostra de

fracdo, amostra de fracdo + antibidtico, controle. As letras diferentes apresentam

p<0,05.
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5.4 Inibicdo da formacéao de biofilmes bacterianos

Os resultados obtidos durante os experimentos de inibicdo de biofilme estdo
apresentados nas figuras 8, 9 e 10 abaixo. Pode-se observar que a fracdo em
concentracfes maiores, inibiu a formacdo de biofilme pelo S. aureus e 0 MRSA,
demonstrados nas figuras 8 e 9.

J4 em S. epidermidis, demonstrado na figura 10, a fracdo ndo apresentou
nenhum resultado com significancia. O antibiético mupirocina foi capaz de inibir a
formacdo de biofilmes das trés espécies de bactérias testadas. Além disso, para S.
aureus e MRSA, o antibidtico quando combinado com a fragdo demostrou melhor efeito,

onde menores concentragdes foram necessarias para a inibigéo.
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Como demonstrado por Sritharadol, et al (2018) concentracfes sub-inibitorias
podem apresentar efeito de inducdo da formacédo de biofilme pelo S. aureus. Neste
trabalho, esse efeito de inducéo foi observado para MRSA e S. aureus pelas amostras
testadas.
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Figure 8 - Grafico representativo de concentracdo de amostra em relacdo a quantidade
de biofilme formado por S. aureus. A- Amostra de fragdo; B- Amostra de Antibiético e C-
Amostra de fracdo + antibiotico.

200+ 1501
150+ * —
2 * x . S 100-
e o X
()]
[¢}]
£ 100- E
15 °
o - .
5 . 2 50 .
50- |_x.| I—x-| ﬁ
0- S S T e & o o m o
o e} [Te} =] o =3 o N I3 N N 3 h
I N [Te) o o S — © — g o —
& - % 8 3 g g S ° °
) o

Concetragdo (ug/mL Concetracdo (pg/mL)

C

1501

i+

Biofilme (%)
=
o
i

500 + 0,25 {0 FH*
1000 + 0,5 {0 BH*
2000 + 1,0 1 HH+

125 + 0,0625 4

u
e 3
250 + 0,125 E—i*

62,5 + 0,03125

Concetragdo (pg/mL)



31

Figure 9 - Gréfico representativo de concentracdo de amostra em relacdo a quantidade
de biofilme formado por MRSA. A- Amostra de fracdo; B- Amostra de Antibiotico e C-
Amostra de fracdo + antibiotico.
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Figure 10 — Grafico representativo de concentracdo de amostra em relacdo a
guantidade de biofilme formado por S. epidermidis. A- Amostra de fracdo; B- Amostra
de Antibidtico e C- Amostra de fracdo + antibiético.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram um efeito sinérgico entre a
mupirocina e a fracdo hidrometandlica de folhas de P. spruceanum para MRSA e S.
aureus. O sinergismo observado ocorre devido ao aumento da permeabilidade de
membrana induzido pela fracdo, que facilita a acdo do antibiético. Aléem disso, houve
acao de inibicdo de formacao de biofilme. Nossos resultados indicam que a associagéo
entre o antibiético e a fragdo pode ser uma opgdo para a reducdo de resisténcia
bacteriana. Dessa forma, pode melhorar a efetividade na acdo da mupirocina no
tratamento de pacientes com infeccfes de pele.

Os resultados obtidos para o S. epidermidis apresentaram um aumento da
permeabilidade de membrana, entretanto ndo houve acao sinérgica em relacdo a essa
bactéria e ndo houve inibicdo da formacdo de biofilme. Por se tratar de uma espécie
bacteriana sabidamente produtora de biofilme em protese e cateter, mais estudos séo

necessarios.
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