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RESUMO

SILVA, Danielle Mendes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012. Efeito de
extratos vegetais e antibioticos sobre Staphylococcus aureus de origem bovina. Orientadora:
Marisa Alves Nogueira Diaz.Coorientadores: Andréa de Oliveira Barros Ribon e Gaspar Diaz
Mufioz.

Devido ao crescente aumento da resisténcia bacteriana ao logo dos anos, o uso combinado de
terapéuticos vem sendo visto como uma alternativa no combate as infeccdes. Esse trabalho
avaliou o efeito de extratos vegetais e antibioticos sobre Staphylococcus aureus de origem
bovina. A atividade antimicrobiana de quinze extratos vegetais sobre S. aureus foi determinada
pelo método de hole plate e halos de inibicdo superiores que 7 mm foram observados para 0s
extratos de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), boldinho (Plectranthus ornatus), inga
(Inga edulis), sélvia (Salvia officinalis) e sena (Senna macranthera). Em seguida, foi avaliada a
interacdo entre 0s extratos vegetais ativos e cinco antibidticos comumente utilizados no
tratamento da mastite bovina. Sinergismo foi visualizado entre o extrato de boldinho e os
antibidticos ampicilina, canamicina e gentamicina, com uma reducdo da concentracao inibitoria
minima (CIM) do antibidtico em combinacdo de oito vezes. Tanto o extrato de sélvia quanto o
extrato de sena mostraram sinergismo com ampicilina, canamicina, gentamicina e tetraciclina,
havendo uma reducdo da CIM em até oito vezes. Posteriormente, estimou-se o efeito de
concentracdes subinibitérias de ampicilina, gentamicina e tetraciclina sobre células de S.
aureuspor meio da obtencdo de mutantes resistentes a rifampicina apds exposicdo a 0,25X, 0,5X
e 0,75X CIM dos trés antibidticos. Constatou-se que os antibidticos promoveram aumento na
frequéncia de mutacdo em pelo menos uma das condicdes testadas. Todas as concentragdes de
gentamicina aumentaram a frequéncia de mutacédo para o isolado S. aureus 3993. Para o isolado
S. aureus 4125 s6 ndo houve aumento na mutacdo na condi¢cdo 0,25X CIM de ampicilina.
Coldnias de S. aureus apresentando o fenotipo SCV (small colony variant), normalmente
relacionado com infec¢bes cronicas, foram observadas quando 0,5X CIM, 1X CIM, 1,5X CIM
dos trés antibioticos foram testadas. Esses resultados ratificam a necessidade de se conhecer o
efeito de antibidticos sobre bactérias a fim de subsidiar terapias mais eficazes para o tratamento

de doencas.



ABSTRACT

SILVA, Danielle Mendes,M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2012. Effect of
plant extracts and antibiotics against Staphylococcus aureusof bovine origin. Adviser:
Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-Advisers: Andréa de Oliveira Barros Ribon and Gaspar Diaz
Mufioz.

Due to the increasing bacterial resistance over the years, the use of combined therapy has been
seen as an alternative to fight infections. This study evaluated the effect of plant extracts and
antibiotics on Staphylococcus aureus of bovine origin. The antimicrobial activity of fifteen plant
extracts was determined by the hole plate method and zones of inhibition greater than 7 mm were
observed for the extracts prepared from rosemary (Baccharisdracunculifolia), dog bane
(Plectranthus ornatus), guama (Inga edulis), sage (Salvia officinalis), and senna (Senna
macranthera). Next, we evaluated the interaction between the active plant extracts and five
antibiotics commonly used in the treatment of bovine mastitis. Synergism was visualized
between boldinho and the antibiotics ampicillin, kanamycin, and gentamicin, with an eight
fold reduction in the MIC. The extracts prepared from sage and senna showed synergism with
ampicillin, kanamycin, gentamicin, and tetracycline. In the case, the combination between
extracts and antibiotics promoted a reduction of up to eight times the MIC. Next, the effect of
subinhibitory concentrations of antibiotics on S. aureus was evaluated upon exposure to 0.25 X
to 0.75 X 0.5 X MIC of ampicillin, gentamicin, and tetracycline. All antibiotics promoted
an increase in the mutation frequency in at least one of the conditions tested. All concentrations
of gentamicin increased the mutation frequency for the isolate S. aureus 3993. However for S.
aureus 4125, 0.25 X MIC of ampicillin was the only condition where no significant change was
seen. Colonies of S. aureus displaying the small colony variant phenotype, which is usually
related to chronic infections, were observed when 0.5 MIC X, 1X MIC, 1.5 X MIC of the
mentioned antibiotics were added to the culture media. These results confirm the need to
investigate the effect of antibiotics against bacteria in order to support more effective therapies

for the treatment of diseases.



1. INTRODUCAO

O homem sempre buscou nas plantas recursos para sua sobrevivéncia, seja como fonte de
alimentacéo, seja para cura de suas doencas por meio do uso de plantas medicinais. A construgéo
do arsenal de informacGes sobre o uso terapéutico de plantas ao longo da historia baseou-se,
sobretudo, no conhecimento intuitivo de homens que, com o passar do tempo, aprenderam a
diferenciar ervas benéficas daquelas toxicas a saude (Leite, 2009). Com o desenvolvimento
tecnoldgico, a utilizacdo das plantas para o tratamento de doencas que antes era feito de forma
empirica passou a ser pesquisado e comprovado cientificamente.

A descoberta dos primeiros antibioticos, nas décadas de 30 e 40, revolucionou a préatica
da medicina reduzindo drasticamente as taxas de mortalidade associadas a infeccdes bacterianas.
Essas descobertas levaram a uma intensa busca por novas drogas antibacterianas nos anos
seguintes, o que resultou na descoberta da maioria das classes de antimicrobianos conhecidas e
utilizadas até os dias de hoje, muitas delas derivadas de fontes naturais (Butler e Buss, 2006).

Em 1940 foi relatado o primeiro caso de resisténcia bacteriana (Bush, 2004; Abraham e
Chain, 1940). Desde entdo uma série de estratégias vem sendo usada pelas indudstrias
farmacéuticas para desenvolvimento de antimicrobianos, entre elas a prospeccdo de substancias
vegetais com efeito bactericida, o desenvolvimento de compostos sintéticos e a modificacdo de
drogas a fim de torna-las mais eficazes. 1sso, porém, é um processo laborioso e caro, o que faz
voltar a atencdo para alternativas que potencializem os efeitos dos antimicrobianos ja disponiveis
ou que minimizem a resisténcia dos micro-organismos.

Apesar de os antibacterianos derivados de plantas serem menos potentes, 0s vegetais
combatem infeccBes com sucesso. Para isso adotam uma estratégia diferente de luta conhecida
por sinergismo (Hemaiswarya et al., 2008), um mecanismo no qual dois diferentes compostos
sdo combinados para aumentar suas atividades individuais (Rani et al., 2009). Essa estratégia tem
servido de inspiracdo para novas pesquisas voltadas para a descoberta de moléculas que tem
como finalidade atuar nos mecanismos de resisténcia bacteriana, minimizando-os.

A capacidade de extratos brutos vegetais de potencializar a atividade de antibioticos ja
utilizados foi observada anteriormente (Chung et al., 2011; Aiyegoro et al., 2009; Sibanda and

Okoh, 2008). O efeito sinérgico entre derivados de plantas e antibioticos permite a utilizacéo



dessas drogas quando sua eficacia como agente Unico no tratamento ja esta reduzida (Chung et
al,. 2011).

Durante o tratamento de infec¢fes o hospedeiro é exposto a concentragdes de antibioticos
que sdo ineficientes no combate de micro-organismos. Muitos autores tém mostrado que essas
concentragdes sub-inibitorias (subCIM) podem ter efeitos ndo esperados sobre a bactéria como
extensiva mudanca no padrdo transcricional (Yim et al., 2006), aumento na frequéncia de
mutacdo(Henderson-Begg et al., 2006) e na secre¢do de toxinas(Ohlsen et al., 1998), entre
outros. Trabalhos recentes comprovaram que subCIM também selecionam bactérias resistentes
Ou mesmo promovem 0 aparecimento de resistentes a partir de uma populacdo de bactérias
sensiveis ao antibiotico (Canton e Morosini, 2011; Gullberg et al., 2011). Esses estudos reforcam
a necessidade de uma compreensdo mais detalhada da acéo de antibidticos sobre a fisiologia da
célula o que refletira positivamente na terapia administrada.

Esse trabalho teve por objetivos avaliar a atividade de extratos vegetais e antibioticos
sobre isolados de Staphylococcus aureus associados a mastite bovina. Para isso, foi determinada
a atividade antibacteriana de quinze extratos vegetais de forma isolada ou em associacdo com
antibioticos comumente empregados no tratamento da doenca. A influéncia de concentracdes
subinibitérias dos antibidticos na frequéncia de mutacdo e na formacdo de colbnias variantes
pequenas também foi avaliada. Os resultados mostraram que cinco extratos vegetais foram ativos
sobre os isolados de Staphylococcus aures e trés deles apresentaram interacGes de sinergismo
com quatro dos antibioticos testados. Além disso, o tratamento com concentragdes subinibitérias
de antibioticos levou a um aumento nas frequéncias de mutacdo das bactérias e permitiu a

observacao de coldnias com fenotipo de variantes pequenas.



2. REVISAO DE LITERATURA

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias, sendo por isso denominados bacteriostaticos e
bactericidas, respectivamente (Walsh, 2003). A era da antibioticoterapia iniciou no seculo XX
com a descoberta da penicilina por Sir Alexander Fleming em 1928. Em 1945, no mesmo ano
que recebeu o prémio, Fleming advertiu que o uso inadequado dos antibidticos poderia levar a
selecdo de linhagens resistentes de micro-organismos, fato que comegou ocorrer com isolados
bacterianos dez anos depois que a penicilina foi introduzida em larga escala no mercado
(Rosenblatt-Farrell, 2009; Walsh, 2003).

Entre os anos 1940-1960 varios antibidticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais (Guimardes et al., 2010). Essas décadas ficaram conhecidas como a era de ouro
na descoberta de antibidticos, por terem sido isolados e purificados as penicilinas, as
cefalosporinas, os aminoglicosideos e a tetraciclina (Walsh, 2003).

Antibioticos semi-sintéticos analogos aos antibidticos naturais ja existentes foram
introduzidos no mercado entre os anos 1960-1980. A maioria deles foi obtida a partir de
protétipos naturais microbianos, como derivados p-lactamicos (analogos de penicilina e
cefalosporina, é&cido clavulanico, aztreonam), analogos da tetraciclina e derivados
aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina) (Guimaraes et al., 2010). Esses novos
antibidticos eram mais potentes, menos susceptiveis a inativacdo por enzimas ou simplesmente se
ligavam de forma mais efetiva a seus alvos bacterianos (Fernandes, 2006). No entanto, no inicio
dos anos 80, depois de duas décadas de producdo de derivados anéalogos, as companhias
farmacéuticas comecaram a encontrar dificuldade em sintetizar novos compostos (Fernandes,
2006).

Entre os anos 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibidticos foram a genémica e as triagens de cole¢des de compostos (Guimaraes et al., 2010).
As colegdes de compostos sdo constituidas por produtos sintéticos, sendo o0s agentes
antibacterianos provenientes de estruturas ndo encontradas na natureza. Essas bibliotecas
sintéticas produziram quantidade, mas ndo qualidade em candidatos a novas drogas (Walsh,
2003). Juntamente com os esfor¢os em identificar novos compostos quimicos que funcionassem

como antibioticos, as pesquisas também foram focadas em proteinas microbianas como
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ferramentas na descoberta de antimicrobianos. A clonagem de genes microbianos, o
sequenciamento do genoma, a expressao de proteinas e o desenvolvimento de bibliotecas de
ligantes  geraram  uma  série  de novos alvos  bacterianos.  Infelizmente,
a maioria destas ligagdes ndo provou ser eficaz como agente antibacteriano (Fernandes, 2006).

No inicio de 2000, programas de descoberta de antibiéticos a partir de fontes naturais
foram retomados em algumas industrias farmacéuticas (Guimardes et al. 2010).Treze drogas
tiveram seu uso aprovado entre 2005 e 2007.Atualmente mais de cem derivados de produtos
naturais se encontram em fase de estudo clinico e pelo menos, mais de cem projetos estdo em
desenvolvimento pré-clinico (Harvey, 2008).

Dado tamanho sucesso, seria um desperdicio ndo optar pela exploracdo da rica
diversidade quimica encontrada da natureza. Por este motivo, varias pesquisas combinam as
areas de produtos naturais e a da quimica organica, explorando os produtos naturais como
arcaboucos para o desenho de moléculas com potencial uso em terapias (Ortholand e Ganesan,

2004) e como possivel alternativa no tratamento de micro-organismos resistentes aos antibioticos

disponiveis.

As principais classes de antibioticos disponiveis atualmente, seus alvos na bactéria e as

vias que séo afetadas séo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Principais classes de antibioticos, alvos e vias afetadas (Kohanski, et al., 2007).

Classe de Antibidticos Origem Espectro de Alvo primario Vias afetadas
Antibiotico acao
Fluoroquinonas
Inibidor da sintese Acido nalidixico, Sintético Gram positivos ~ Topoisomerase  Replicacéo do
de DNA ciprofloxacino, e Gram Il (DNA DNA, resposta
levofloxacino e negativos girase), SOS, geragao ATP,
gemifloxacino aerobios, Topoisomerase  ciclo do 4cido
algumas v citrico, Formacéo
espécies Gram de ROS
negativos
anaerdbios
Rifamicinas
Inibidor da sintese Rifamicinas, Natural e Gram positivoe  RNA Transcrigdo de
de RNA rifampicinas e semi- Gram negativos  polimerase RNA, replicacdo de
reifapentinas sintético aeréhios DNA DNA e resposta
dependente SOS




cont. Tabela 1

B lactdmicos
Inibidor da sintese Penicilinas Natural e Gram positivoe  Proteinas Sintese de parede
de parede celular (penicilina, semi- Gram negativos  ligadoras de celular, divisdo
ampicilina, oxacilina)  sintético aerdbios e penicilina celular, atividade
Cefalosporinas anaerdbios de autolise,
(cefazolina, resposta SOS, ciclo
cefoxitina, do &cido citrico,
ceftriazona, cefepima) formacgéo de ROS
e carbapenemos
(imipenemo)
Glicopeptideos e glicolipopeptideos
Inibidor da sintese Vancomicina e Natural e Gram positivo Unidades do Sintese de parede
de parede celular teicoplanina semi- peptideo celular,
sintético glicano transglicosilagéo,
transpeptidacdo e
ativacdo da autdlise
Lipopeptideos
Inibidor da sintese Daptomicina e Natural e Gram positivo Membrana Sintese da parede
de parede celular polimixina B semi- (daptomicina) celular celular e dois
sintético Gram negativo componentes do
(pilimixina) sistema de
envelope
Aminoglicosideos
Inibidor da sintese Gentamicina, Natural e Gram positivoe  Unidade 30Sdo  Traducéo de
de proteinas trombamicina, semi- Gram negativos  ribossomo proteinas, resposta
estreptomicina e sintético aerobios SOS, formagao de
canamicina ROS
Tetraciclinas
Tetraciclina e Natural e Gram positivoe  Unidade 30Sdo  Traducéo de
doxiciclina semi- Gram negativos  ribossomo proteinas
sintético aerébios
Macrolideos
Eritromicina e Natural e Gram positivoe  Unidade 50S do  Traducéo de
azitromicina semi- Gram negativos  ribossomo proteinas,
sintético aerébios esgotamento do
tRNA livre
Estreptogaminas
Pristinamicina, Natural e Gram positivoe  Unidade 50S do  Traducéo de
Dalfopristina e semi- Gram negativos  ribossomo proteinas,
quinupristina sintético aerdbios esgotamento do
tRNA livre
Fenicois
Cloranfenicol Natural e Algumas Unidade 50S do  Traducéo de
semi- espécies de ribossomo proteinas
sintético Gram negativos

e Gram
positivos

O desenvolvimento de farmacos a partir de compostos naturais € o isolamento de um

composto ativo dependem de um passo fundamental, a selecdo de plantas para o estudo

farmacoldgico. Isso pode ser feito de varias maneiras, incluindo uso tradicional, contetdo
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quimico, toxicidade, selecdo randémica, ou a combinacdo de uma serie de critérios. A estratégia
mais comum € a observacdo cuidadosa de fontes naturais pela medicina popular, em diferentes
culturas, o que é conhecido como etnoboténica ou etnofarmacologia (Rates, 2001).

Existem varios registros histéricos sobre a utilizacdo das plantas para tratamento de
doencas desde 4.000 a.C. O primeiro registro médico depositado no Museu da Pensilvania é
datado de 2.100 a.C. e inclui uma colecdo de férmulas de trinta diferentes drogas de origem
vegetal, animal ou mineral. O manuscrito Egipcio “Ebers Papirus” (1.500 a.C.) contém 811
prescricdes e 700 drogas e o primeiro texto Chinés sobre plantas medicinais (500 a.C.) relata
nomes, doses e indicacdes de uso de plantas para tratamento de doencas. Algumas dessas plantas
ainda sdo utilizadas, como Ginseng (Panax spp), Ephedraspp, Cassia spp e Rheum palmatum
L., inclusive como fontes para indlstrias farmacéuticas (Duarte, 2006).

Além da sua importancia no tratamento de infec¢des humanas, estudos de etnoveterinaria
mostram a utilizacdo de diversas plantas medicinais, por produtores rurais. Essas plantas tém
sido utilizadas no tratamento de infec¢des de animais como vacas, ovelhas, aves domeésticas,
cavalos e porcos (Marinho et al., 2007; Diaz et al., 2010).

Apesar de os antimicrobianos com um Unico mecanismo de acgdo ter sido eficazes nos
altimos anos, parece cada vez mais improvavel que este seja o padrdo no futuro devido ao
crescente aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos em uso nas praticas humana e
veterinaria (Walsh, 2003). O uso combinado de terapéuticos pode expandir o espectro de
atividade das drogas, aumentando as chances de combate as infeccdes (Lee et al., 2008; Chung et
al., 2011).

Uma série de medicamentos utilizados atualmente baseia-se em interacdes sinérgicas
entre diferentes antibidticos que possuem diferentes alvos (Sibanda e Okoh, 2007). A
combinacéo do acido clavulanico com a amoxicilina € o exemplo de maior sucesso do uso de um
antibiotico, no caso um B-lactimico em associacdo com um inibidor da B-lactamase, 0 que
restaura a atividade da amoxicilina. Conhecida como Augmentin (Clavulin ®) essa é a
combinacdo mais comercializada pela inddstria farmacéutica e gerou 1,3 bilhdes de dolares em
vendas em 1995 (Oliveira et al., 2009). Mesmo ap6s 20 anos de uso clinico, a combinacéo
amoxicilina/AC continua apresentando excelente atividade contra a maioria das espécies de
bactérias patogénicas Gram-positivas e também contra muitas bactérias Gram-negativas
(Oliveira et al., 2009).



Estudos mostram que o uso de extratos de plantas em combinagdo com antibioticos tem
promovido uma significante reducdo das concentragdes inibitdrias minimas sobre alguns isolados
resistentes (Darwish et al., 2002;Al-hebshi et al., 2006; Betoni et al., 2006;Lee et al., 2008;
Souza et al., 2010; Vinod et al., 2010). Pallaniapan e Holey (2010) estudando o efeito de
antimicrobianos naturais (eugenol, timol, cravancol e cinemaldeido) em combinacdo com
antibidticos (ampicilina, penincilina, tetracilina, eritromicina e bacitracina) frente a isolados
resistentes de Salmonella Typhimurim, E. coli, S. aureus e Streptococcus pyogenes observaram
reducdo de 25% a 12,5% nas concentragcdes inibitérias minimas dos antimicrobianos
combinados.Recentemente, Chan et al. (2011) mostraram que a baicaleina proveniente de
Scutellaria baicalensis Georgi. —uma das plantas com uso popular mais difundido da China-
tornou isolados de S. aureus com resisténcia multidrogas novamente susceptiveis a
ciprofloxacino, possivelmente por inibicdo da bomba de efluxo de antibidticos bacteriana.
Alguns compostos isolados de extratos vegetais com efeito sinérgico sobre antibidticos sao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Compostos isolados de extratos vegetais com efeito sinérgico sobre antibiéticos.
Fonte: (Sibanda e Okoh, 2007).

Composto Fonte vegetal Antibidtico potencializado Referéncia

Ferruginol Chamaecyparis Oxacilina, Tetraciclina, Smith et al.(2007)
lawsoniana Norfloxacino

5-Epipisiferol Tetraciclina

2,6-dimetil-4-fenil-piridina- Jatropha elliptica Ciprofloxacino, Norfloxacino, Marquez et al. (2005)

3,5-acido dicarboxilico di etil Pefloxacino, Acriflavina e

éster Brometo de Etidio

Acido carnosico e carnosol Rosmarinus B-lactamicos Shibata et al. (2005)
officinalis

Metil-1-a-7-a-14-a-diidroxi- Lycopus europaeus Tetraciclina e Eritromicina Gibbons et al. (2003)

8,15-isopimaradien-18-oate
Metil-1-a-14-a-diacetoxy-7-o-
hidroxy- 8,15-isopimaradien-
18-oate




Epicatequina galata Camellia sinensis

Epigalocatequina galata

Norfloxacino Gibbons et al. (2004)

Imipenem Hu et al. (2002)
Panipenem Zhao et al.(2001)
B-lactdmicos

O mecanismo exato para a redugdo da resisténcia ao antibidtico pelos compostos naturais

ainda é desconhecido. Sugere-se, porém, que os antimicrobianos naturais facilitem a penetracéo

da droga através da membrana bacteriana, atuem bloqueando o efeito inibidor das enzimas do

micro-organismo, ou ainda interfiram com um ou varios alvos do antibiotico (Palaniappan e

Holley, 2010) (Fig 1).
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Figura 1. Metabdlitos secundarios de plantas como modificadores de mecanismos de resisténcia multi-

drogas. As letras A, B, C e D mostram os principais mecanismos usados pelas bactérias para se tornarem

resistentes aos antibioticos. As letras A*, B*, C* e D* representam os metabdlitos secundarios de planta e

onde eles atuam a fim de modificar 0 mecanismo de resisténcia. (Fonte: Hemaiswaryaet al., 2008,

adaptado).



Efeito de concentragdes subinibitorias de antibioticos sobre bactérias

Espera-se que os antibidticos atuem combatendo o patégeno causador da infeccéo,
porém, outras respostas tém sido observadas na presenca de antimicrobianos. Recentemente,
varios estudos comprovaram que a exposicdo a concentra¢fes subinibitérias de antibidticos
produz multiplos efeitos nas células bacterianas, como a diminui¢cdo da formacdo de biofilmes,
secrecdo de fatores de viruléncia, expressdao do flagelo, bem como um aumento na adesédo
bacteriana, transferéncia de genes e na frequéncia de mutacéo (Cortes et al., 2008).

A expressdo do gene hla, que codifica a a-toxina de Staphylococcus aureusse mostrou
modulada por concentracdes subinibitdrias de diferentes antibioticos. Em estudo realizado por
Ohlsen e colaboradores (1998) foi observado que quando S. aureus foi exposto a -lactdmicos, a
expressao de hlafoi fortemente induzida. A clindamicina, por sua vez, reprimiu completamente a
expressdao do gene, enquanto a meticilina aumentou os niveis da toxina Hla em isolados
resistentes.

Kohanski e colaboradores (2010) mostraram que o tratamento de infec¢fes causadas por
Escherichia coli com baixas concentracdes de antibioticos pode gerar resisténcia multidrogas.
Norfloxacino, ampicilina e canamicina em concentragdes subCIM levarama producdo de
espécies reativas de oxigénio, que conduziram a aumentos nas taxas de mutacdo. Taxa de
mutacdo é uma estimativa da probabilidade de uma mutagdo ocorrer por divisdo celular (Pope et
al., 2008) .Os autores ainda relacionaram o0 aumento na taxa de mutacdo com o aumento da
resisténcia cruzada uma série de outros antibioticos.

Para demonstrar que niveis subletais de antibi6ticos também levam a aumentos na
resisténcia cruzada em S. aureus as taxas de resisténcia a norfloxacino, ampicilina, canamicina,
tetraciclina e cloranfenicol foram analisadas quando a bactéria foi crescida em concentracdes
subinibitérias de ampicilina. Os autores mostraram que as taxas de resisténcia foram superiores
em relacdo a bactéria que cresceu em meio sem antibiotico (Kohanski et al., 2007; Kohanski et
al., 2010).

Gulberg e colaboradores (2011) avaliaram a relacdo entre a exposicdo de Escherichia coli
e Salmonella entericaa concentragcdes subinibitérias de antibidticos e o enriquecimento de

resistentes. Os resultados mostraram que aminoglicosideos, fluoroquinonas e tetraciclinas em



niveis subCIM ndo somente promoveram o enriquecimento de mutantes resistentes em cultura,
como também selecionaram resistentes a partir de uma populagéo susceptivel .

Henderson-Begg et al.(2006) mostraram que concentra¢des subinibitdrias de antibidticos,
particularmente ciprofloxacino em Streptococcus pneumoniae, aumentaram a frequéncia de
mutacdo bacteriana, estimada pela proporcdo de bactérias mutantes presentes em uma cultura
(Popes et al., 2008).1sso foi observado para diferentes bactérias como Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Mycobacterium fortuitum. Embora ndo tenha sido comprovado, 0s autores propuseram que esse
aumento na frequéncia estava relacionado com o mecanismo de resposta SOS, um sistema de
reparo ativado em muitas bactérias em resposta a danos extensivos no DNA

E bem documentado que em E. colia resposta SOS é induzida por antibioticos que
interferem na sintese da parede celular. Maiques e colaboradores (2006) mostraram que 3
lactdmicos agem como estimulo extracelular para resposta SOS em S. aureus, assim como
acontece em E. coli. Mais tarde, outros autores observaram o aumento na transcricdo dos genes
SOS quando S. aureus foi submetido a concentragcdes subCIM de fluoroquinonas (Mesak et al.,
2008).

Além de fluoroquinonas, outros antibioticos como rifampicina e aminoglicosideos podem
induzir resposta SOS e causar mutacdes resultando em resisténcia multidrogas em diferentes
bactérias(Peng et al., 2011). Ja é bem documentado que no sistema SOS DNA polimerases que
realizam a sintese translesdo sdo ativadas e acabam por incorporar nucleotideos
independentemente do pareamento de bases. Esse mecanismo é altamente sujeito a erros e,
portanto, capaz de introduzir mutacoes.

Concentrac6es subinibitorias de antibioticos também podem levar a rearranjos gendmicos
que levam a modificacdes fenotipicas em bactérias (Pedré et al., 2011). Coldnias ndo hemoliticas
de E. coli foram obtidas quando a bactéria selvagem foi submetida a concentracdes subCIM
0,25X de canamicina. A mudancga fenotipica observada se deveu ao fato do operon da hemolisina
ser flanqueado por IS 91, um elemento de insercdo presente em E. coli e Shigella que flanqueia
regibes associadas a patogenicidade. Em subCIM do antibidtico, IS 91 promoveu a
recombinacdo que levou a delecdo do operon hly.Os autores sugeriram que, a exemplo do que
aconteceu com esse operon, algumas mudancas ndo desejadas podem acontecer, como um

rearranjo no genoma que tera como consequéncia o aumento da viruléncia do patdgeno.
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Estudos recentes mostraram que o uso de aminoglicosidios favorece a emergéncia de uma
subpopulacdo de S. aureus denominada SCV (small colony variants) que possui maior
capacidade de invadir e permanecer nas células hospedeiras e esta, frequentemente, relacionada a
infeccGes humanas recorrentes (Mitchell et al., 2010). O isolamento de bactérias apresentando
este fendtipo nem sempre é possivel, dado que uma vez fora do ambiente intracelular SCV
reverte para a forma selvagem e totalmente virulenta. Tuchscherr e colaboradores (2012)
mostraram que essa troca de fendtipos faz parte do processo de infeccdo e permite a bactéria
permanecer nos tecido hospedeiro causando infecgdes cronicas e recorrentes.

S. aureus SCVs foram identificados inicialmente, ha mais de 80 anos, em associa¢do com
varias doencas humanas, e em uma ocasido, essas pequenas colénias foram conectadas a mastite
bovina em rebanhos israelenses por Sompolinsky et al. (1974). O primeiro isolamento de S.
aureus a partir de leite de vacas com mastite bovina persistente se deu em 2008 e ha indicios que
essa subpopulacdo esteja relacionada com a persisténcia da doenca. Porém até 0 momento nédo

existe indicacdo que esse fendtipo seja induzido por subCIM.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar a acdo de extratos vegetais, antibidticos e sua combinacdo sobre Staphylococcus

aureusde origem bovina.

3.2. Objetivos especificos
1) Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de diferentes plantas sobre isolados de

Staphylococcus aureus;
2) Avaliar a acdo combinada dos extratos vegetais e de antibidticos sobre o patogeno;

3) Avaliar o efeito de concentracdes subinibitorias de diferentes antibi6ticos sobre a

frequéncia de mutacdo em S. aureus e a inducdo do fenétipo SCV.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Molecular e no
Laboratério BIONAT, ambos pertencentes ao Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular da Universidade Federal de Vigosa.

4.1. Micro-organismos e condigao de cultivo

Os isolados Staphylococcus aureus 3993 e 4125, gentilmente cedidos pela
Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora, foram utilizados neste trabalho. As culturas bacterianas foram
estriadas em placas contendo agar infusdo-cérebro-coracdo (BHA; Himedia ®) e mantidas por 16
horas a 37°C. Para preparo dos estoques cada isolado foi inoculado em 5 mL de caldo BHI, e
mantido em estufa a 37°C por 16-18 horas. Esse volume foi transferido para microtubos de 1,5
mL e centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 850 pL de BHI com adicdo posterior de 150 pL de glicerol estéril. Os
microtubos foram mantidos a -80 °C. Para determinacdo da concentracao inibitéria minima e da

atividade antimicrobiana dos extratos foi utilizado meio de cultura Muller Hinton (Himedia ®).

4.2. Extratos vegetais e antibioticos

Os extratos vegetais utilizados neste trabalho sdo provenientes da extratoteca do
Laboratorio BIONAT e foram obtidos de plantas oriundas da regido de Vicosa-MG. Foram
testados extratos etandlicos de folhas de boldinho (Plectranthus ornatus), de braco-de-
momo(Solanum cernuum), de caléndula (Calendula officinalis), de capim-limdo (Cymbopogon
citrates), de confrei (Symphytum officinale), de inga (Inga edulis), de jacaranda (Jacaranda
cuspidifolia), de nim indiano (Azadirachta indica), de séalvia (Salvia officinalis), de sena (Senna
macranthera) e de urucum (Bixa orellana). Extrato hexanico de folhas de alecrim do campo
(Baccharis dracunculifolia) e demanjericdo (Ocimum basilicum) e extrato hexanico de 6leo de
semente de girassol (Helianthus annuus) e 6leo de semente de macauba (Acrocomia aculeata)
também foram avaliados.Estoques de todos os extratos vegetais em dimetilsulféxido(DMSO;

Vetec®) foram preparados na concentracao de 50 mg/mL.
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Estoques de solucGes dos antibioticos ampicilina (Sigma®, A9518), canamicina
(Sigma®, K1377), cloranfenicol (Sigma®, C3175), gentamicina (Sigma®, G3632), tetraciclina
(Sigma®, T7660), e rifampicina (Sigma®, R3501) foram preparados a uma concentracdo de 50
mg/mL, esterilizados por filtracdo, quando necessario, e armazenados a -20°C.

4.3.Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em agar pelo
método hole plate. Para isso, 100 pL de uma suspens&o contendo 10° UFC/mL foram espalhados
com alca de Drigalsky em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (Himedia®). Furos de
aproximadamente 5 mm de diametro e 3 mm de altura foram feitos no agar e 30 pL dos extratos
na concentracdo de 50 mg/mL adicionados a esses. Controles foram realizados com 30 pL de
DMSO e 5 mg/ml de ampicilina (Sigma®, A9518). As placas foram mantidas a 37°C por 24h e
os halos de inibicdo medidos em milimetros. Halos de inibicdo maiores que 7 mm foram
considerados como resultados positivos (Nascimento et al., 2000). Os testes foram realizados por

duas vezes em triplicata.

4.4.Determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos extratos vegetais e dos

antibidticos

A atividade dos extratos sobre o crescimento bacteriano foi determinada através do
método da microdiluicdo (CLSI, 2003). Os microrganismos foram, inicialmente, cultivados em
placas contendo agar BHI (Himedia®), as quais foram incubadas por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, colénias isoladas foram repicadas para caldo Mueller-Hinton (Himedia®), que
foi incubado a 37°C por 180 rpm até que a cultura atingisse a fase exponencial, e posteriormente
diluidos até densidade otica correspondente ao padréo 0,5 da escala de McFarland (ODg0=0,10).
Orificios de microplacas foram preenchidos com 100 pL de caldo Mieller-Hinton (Himedia®),
que continham concentragdes de extratos variando de 0,1mg/mL a 10 mg/mL e 10° UFC/ml da
suspensd@o bacteriana. Para o controle do crescimento, 100 pL da mesma suspensdo bacteriana

foram adicionados a 100 pL do caldo Mieller-Hinton acrescido de DMSO no volume
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correspondente a maior concentracao de extrato testada. Apos incubacéo da placa por 24 horas, a
37 °C, 4uL de P-lodonitrotetrazolium (INT, 18377, Sigma®) foram adicionados a cada poco e a
placa foi incubada a 37°C por 2 horas. Alteracdo da coloracdo do meio de amarelo para réseo-
violeta foi utilizada como indicacdo de crescimento bacteriano. A determinagdo da CIM dos
antibidticos sobre os isolados foi realizada utilizando o mesmo procedimento, variando-se
concentragdes de 0,01 pg/mL a 5,0 mg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata e

repetidos, por no minimo, duas vezes.

4.5. Avaliacdo da interagdo entre extratos vegetais e antibidticos

O método do checkerboard, que é comumente utilizado para medida de inibicdo interativa, foi
utilizado para determinacdo de sinergismo entre 0s antibidticos e os extratos que apresentaram
halos de inibicdo com didmetro superior a 7 mm. Solugdes-estoque e diluigcdes seriadas de cada
droga e extrato até pelo menos o dobro da CIM foram preparadas. Um volume de 100 pL de
caldo Mdeller-Hinton foi distribuido em cada orificio da placa de microdiluicdo. O antibidtico
foi adicionado ao longo dos pogos da primeira coluna em uma concentracdo correspondente a 8X
a CIM, e diluido serialmente no eixo das abscissas da placa. Terminada a distribuicdo do
antibidtico, o extrato foi adicionado na primeira linha da placa em uma concentracdo de 4X a
CIM, e diluido serialmente no eixo das ordenadas. Realizadas as diluicbes o antibiético e o
extrato estardo distribuidos nos pocos em concentraces variando de 2X até 1/8X CIM. Um
volume de 100pL de suspenséo bacteriana correspondente ao padrao 0,5 da escala de McFarland
(ODeg20= 0,10) foi adicionado a cada orificio, e as placas foram incubadas por 48h a 37°C. A
avaliacdo do crescimento bacteriano foi feita utilizando a adicdo de 4pL de INT nos pogos, e
incubando a placa a 37°C por 2 horas. Os efeitos das combinagdes foram avaliados pelo célculo
do indice FIC (concentracdo inibitdria fracionaria) para cada combinacdo usando as formulas
abaixo. As combinac@es foram consideradas sinergismo quando o indice FIC < 0,5 (Palaniappan
e Holley, 2010).

CIM (antibidtico)emcombinagdo

FIC tibioti =
(antibidtico) CIM (antibidtico)sozinho

CIM (extrato)emcombinagdo
CIM (extrato)sozinho

FIC (extrato) =
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IndicedeFIC = YFIC = FIC(antibiético) + FIC(extrato)

4.6. Determinacdo da frequéncia de mutacao

A metodologia sugerida por Hendersen-Beeg (2006) foi utilizada para estabelecimento da
frequéncia de mutacdo. O micro-organismo foi inicialmente cultivado em placas contendo BHA
(Himedia®), as quais foram incubadas por 24 horas a 37°C. Posteriormente, col6nias isoladas
foram repicadas em tubos contendo caldo Mdueller-Hinton mantidos a 37°C por 180 rpm. Essas
bactérias foram entdo adicionadas a tubos de ensaio contendo caldo Mueller-Hinton (Himedia®)
e tiveram a D.O. gpajustada para 0,1. Os tubos foram mantidos a 37°C, 180 rpm até D.O.= 0,4,
quando 30 pL dessa cultura foram adicionados a tubos contendo 3 mL de caldo Mueller-Hinton
sem antibidtico e com o antibi6tico nas concentracdes correspondentes a 0,75X, 0,5X, 0,25X da
CIM. Apés crescimento a 37°C até que a maxima O.Dgpofosse alcangada, aliquotas de 100 uL
foram plaqueadas em BHA acrescido de rifampicina 4 mg/L para contagem do numero de
mutantes resistentes. Para determinar o nimero de col6nias total na cultura foram realizadas a
diluicbes seriadas e aliquotas de 100uL foram plaqueadas seguido de contagem e determinacéao
do nimero de UFC/mL. Os testes foram realizados por quinze vezes em triplicata. Os dados das
frequéncias de mutacdo foram analisados estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney.

4.7. Efeito de concentracGes subinibitdrias de antibioticos sobre a indugéo do fenotipo
SCV

Para quantificar as colonias SCV, foi utilizada a metodologia sugerida por Mitchel et
al.(2010) e Musher et al. (1977). Culturas crescidas por 18-20h foram usadas para inocular tubos
de ensaio contendo 5 mL do meio caldo triptona de soja (TSB, Himedia®) , em uma
concentracéo final de 10° UFC/mL, suplementado ou ndo com os antibiéticos a 1,5X, 1X, 0,5X
da CIM. As culturas foram incubadas por 24h a 37°C com agitagédo de 225 rpm. As avaliacdo da
inducdo do fenotipo SCV foi realizada por plaqueamento de aliquotas de 100ulL das culturas em

agar triptona de soja (TSA) contendo 5ug/mL de gentamicina (Sigma®, G3632) e incubadas a
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37°C por 72h. A frequéncia de inducdo de SCV foi determinada como o nimero de SCVs pela
UFC total na placa. A confirmagdo das colonias SCV foi feita segundo Atalla et al. (2008)
realizando-se teste de Gram, teste de catalase, fermentacdo do &gar sal manitol (Himedia®) e

ndo hemolise em agar sangue de carneiro 5%.
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RESULTADOS

5.1. Atividade antimicrobiana de extratos vegetais e sinergismo

Neste trabalho foi avaliado o potencial antimicrobiano de extratos de plantas
provenientes da Zona da Mata de Minas Gerais. A atividade desses extratos foi testada contra as
cepas de S. aureus 3993 e 4125 isoladas de vacas acometidas com mastite.

Aplicando-se uma dose de 150mg de extrato, diluido em DMSO, obteve-se que cinco dos
quinze extratos vegetais testados possuem atividade antimicrobiana, ou seja, halos de inibi¢do
superiores a 7mm sobre S. aureus de origem bovina (Tab. 3). Os extratos ativos sobre o isolado

4125 e seus halos de inibicdo sdo mostrados na figura 2, além disso, é apresentado um exemplo

de extrato sem atividade.

Figura 2. Halos de inibicéo extratos vegetais sobre Staphylococcus aureus 4125. Os halos de inibi¢8o dos

extratos de alecrim do campo (A); de boldinho (B); de ing4 (C); de sena (D) e de sélvia (E) estdo
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indicados pelas setas. Para o controle positivo de inibicdo do crescimento foi utilizado antibi6tico
ampicilina, identificado na figura pelo nimero 1 (E; F), enquanto o controle negativo de inibicéo foi feito
com DMSO, numero 2 (E; F). Além disso, para ilustrar auséncia de atividade sobre 0s micro-organismos

testados, é mostrado o resultado do teste com extrato de semente de girassol (F).

Tabela 3. Halos médios de inibicdo para os extratos ativos sobre Staphylococcus aureus.

Extrato Halo médio (mm)
S. aureus 4125 S. aureus 3993
Repeticiol ~ Repeticio2  Repeticiol  Repeticdo2

Alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) 9,66 10,66 10 9,66
Boldinho (Plectranthus ornatus) 13,66 11,33 9,66 8,66
Inga (Inga edulis) 14,66 13,33 17,66 15,66
Sélvia (Salvia officinalis) 23,66 20 20,66 20
Sena (Senna macranthera) 15,66 15,33 12,33 13

A concentragdo inibitéria minima dos extratos ativos foi determinada para os dois
isolados de S. aureus (Tab. 4). A CIM para o extrato de alecrim do campo (Baccharis
dracunculifolia)ndo pode ser determinada devido a limitacdo na quantidade de material.

Alguns extratos vegetais quando adicionados a meios de cultura promoveram uma
turvacdo imediata do meio, interferindo na visualizacdo do crescimento bacteriano.A fim de
facilitar a visualizacdo do resultado, aos pogos foi adicionado o INT (iodonitrotetrazolium) que
na presenca de células viaveis sofre reducdo a formazan, composto que apresenta coloracao

rosea, permitindo avaliar em onde houve ou néo inibicdo do crescimento bacteriano (Fig. 3).

Tabela 4. Valores de concentracdes inibitorias minimas (mg.mL™) obtidos para os extratos

vegetais ativos.

Extrato Concentragéo inibitéria minima (CIM)
S. aureus 3993 S. aureus 4125
Boldinho (Plectranthus ornatus) 2 mg.mL™ 2 mg.mL*
Ingé (Inga edulis) 7 mg.mL™* 7 mg.mL*
Sélvia (Salvia officinalis) 0,3mg.mL™ 0,3mg.mL™
Sena (Senna macranthera) 0,2 mg.mL™ 0,3mg.mL™
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Figura 3. Determina(;éo da concentra(;&o inibitéria minima.Extrato etanélico de boldinho, determinagéo
da CIM pelo método da microdiluicdo em placas de 96 pogos. Nos pocos com coloragéo rosea, o extrato
ndo inibiu o crescimento bacteriano havendo a reducéo do INT.

Dentre os extratos vegetais testados, os de salvia e de sena com valores de CIM 0,2
mg/mL e 0,3 mg/mL mostram forte inibicdo sobre S. aureus, enquanto boldinho (2 mg/mL) e
inga (7 mg/mL) sdo extratos com fraca inibicéo.

Além do potencial antimicrobiano dos extratos vegetais, foi investigado neste trabalho o
efeito combinado dos extratos ativos com antibidticos tradicionalmente utilizados no tratamento
da mastite bovina.

Para permitir esta avaliagdo, primeiramente, foi determinada a concentragdo inibitoria
minima de cinco antibioticos - ampicilina, canamicina, cloranfenicol, gentamicina e tetraciclina-
sobre os isolados de S. aureus 3993 e 4125 (Tab. 5).

Tabela 5. Valores de concentragdes inibitdrias minimas obtidas para os antibioticos testados.

Antibidtico Concentracdo inibitéria minima (CIM)
S. aureus 3993 S. aureus 4125
Ampicilina 0,3 pg.mL* 7 ng.mL*
Canamicina 2pg.mL™ 2 ng.mL*
Cloranfenicol 8 ug.mL* 8 ug.mL™*
Gentamicina 0,8 pg.mL™ 0,6 pg.mL™*
Tetraciclina 0,3 pg.mL™ 0,25 pg.mL™*
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Com base nos dados publicados pelo CLSI (2005) foi avaliado o padrdo de
susceptibilidade dos isolados frente aos antibidticos testados. Sdo considerados susceptiveis
isolados de S. aureus que mostrem valores de CIM: em ampicilina < 0,25ug/mL; em canamicina
< 16pg/mL; cloranfenicol < 8ug/mL; gentamicina < 4ug/mL e tetraclina < 4 ug/mL (CLSI,
2005). O isolado 3993 mostrou-se sensivel a todos esses antibidticos. J& o isolado 4125
apresentou uma CIM para ampicilina de 7 pg/mL caracteristica de isolado resistente.

O meétodo do checkerboard foi utilizado para determinagdo das interagdes entre 0s
antibioticos e os extratos ativos. As concentracfes de extratos e antibidticos foram variadas e
combinadas de 2X CIM até 1/8X CIM. Para avalia¢do do crescimento do micro-organismo mais
uma vez foi utilizada a incubacdo com o INT (Fig. 4). Com base nas menores concentracfes
combinadas em que houve inibicdo do crescimento bacteriano foi calculado o indice de

concentraces fracionarias inibitérias (FIC) e determinado o tipo de interacdo (Tab. 6).

Concentragdes de antibioticos (em xCIM)
2x  1x  1/2x 1/4x 1/8x  0Ox

Staphylococcus aureus 3993 e 4125. Interacdo entre ampicilina e boldinho sobre isolado 4125 (A);
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interacdo entre canamicina e salvia sobre o isolado 3993 (B); interacéo entre cloranfenicol e sena sobre o
isolado 3993 (C); interacdo entre tetraciclina e salvia sobre o isolado 3993 (D); interagdo entre
gentamicina e boldinho sobre o isolado 4125 (E). Em todas as placas extratos foram diluidos serialmente
ao longo das linhas, e os antibidticos ao longo das colunas assim como mostrado na figura (E) indicada
pela seta preta tem-se a combinacdo de extrato e antibidtico em menor concentracdo que inibiu o

crescimento, utilizada para calculo de FIC.

Tabela 6. Interacdo entre extratos vegetais e antibidticos sobre Staphylococcus aureus 3993 e
4125.

Extrato Antibidtico S. aureus 3993 S. aureus 4125

FICant FICext >FIC Interacdo FICant FICext YFIC Interacdo
Boldinho Ampicilina 1/8CIM  1/8CIM 0,25  Sinergismo 1/8CIM  1/4CIM 0,375 Sinergismo
Canamicina  1/8CIM  1/8CIM 0,25  Sinergismo 1/8CIM 1/8CIM 0,25  Sinergismo

Cloranfenicol 1CIM 1/8CIM 0,75 Aditiva 1CIM 1/8CIM 0,75 Aditiva
Gentamicina 1/8CIM  1/4CIM 0,375 Sinergismo 1/8CIM 1/8CIM 0,25  Sinergismo

Tetraciclina 1/2CIM  1/4CIM 0,75 Aditiva 1CIM 1/8CIM 0,875 Aditiva

Sélvia Ampicilina 1/8CIM  1/8CIM 0,25 Sinergismo 1/2CIM  1/8CIM 0,625 Aditiva
Canamicina  1/8CIM  1/4CIM 0,375 Sinergismo 1/8CIM  1/4CIM 0,375  Sinergismo
Cloranfenicol  1/2CIM 1CIM 1,5 Indiferente  1/2CIM 1CIM 15 Indiferente
Gentamicina 1/8CIM  1/8CIM 0,25  Sinergismo 1/4CIM 1/8CIM 0,375 Sinergismo
Tetraciclina  1/4CIM  1/8CIM 0,375 Sinergismo 1/4CIM  1/8CIM 0,375 Sinergismo
Sena Ampicilina 1/2CIM  1/8CIM 0,5 Sinergismo  1/4CIM  1/8CIM 0,375 Sinergismo
Canamicina  1/8CIM  1/4CIM 0,375 Sinergismo 1/8CIM  1/4CIM 0,375 Sinergismo

Cloranfenicol 1/2CIM  1/8CIM 0,625 Aditiva 1/2CIM  1/4CIM 0,75 Aditiva
Gentamicina 1/4CIM  1/8CIM 0,325 Sinergismo 1/4CIM 1/8CIM 0,325 Sinergismo
Tetraciclina ~ 1/4CIM  1/8CIM 0,325 Sinergismo 1/ACIM  1/8CIM 0,325 Sinergismo

Para o método utilizado, as interagdes sdo interpretadas com base no Y FIC, quando este

valor ¢ < 0,5, considera-Se a interagdo como sinergismo; para 0,5< Y FIC < 1 a interag@o ¢
aditiva; para 1< ) FIC < 4 a interacdo indiferente; e valores maiores que 4 sdo de antagonismo
(Palaniappan e Holey, 2010).Em quase todas as combinacdes de extrato e antibidtico testadas
houve interacdes sinérgicas ou aditivas. Somente a interacdo entre salvia e cloranfenicol foi

indiferente. Além disso, ndo foram observadas interagcdes antagonicas.

22



O extrato de boldinho foi sinérgico com a ampicilina (B lactdmico), a canamicina e a
gentamicina (aminoglicosideos) e foi possivel observar redugdes da CIM em 8 vezes para todos
0s antiboticos.O extrato de salvia também foi sinérgico com ampicilina, canamicina, gentamicina
e tetraciclina, porém, apresentou uma interacdo indiferente como cloranfenicol. Para este extrato
também houve diminuigdo da CIM em até 8 vezes. O mesmo foi observado para o extrato de

sena, no entanto, a interacdo do cloranfenicol com este extrato foi aditiva.

5.2. Efeito de antibidticos sobre a frequéncia de mutacéo e inducéo do fenétipo SCV.

Para determinacdo das frequéncias de mutacdo, inicialmente a CIM dos antibioticos
ampicilina, gentamicina e tetraciclina foi determinada para os isolados 3993 e 4125 (Tab. 7). Em
seguida, foram inoculados em meio BHI contendo concentragdes correspondentes a 0,25X, 0,5X
e 0,75X a CIM dos antibidticos e mantidos a 37°C e 180rpm.

Tabela 7. Concentracdo inibitéria minima para isolados de Staphylococcus aureus.

Antibidticos Isolado 3993 Isolado 4125
Ampicilina 0,3mg.mL* 4,0 mg.mL ™
Gentamicina 0,8mg.mL* 0,8 mg.mL ™
Tetraciclina 0,6 mg.mL * 0,4 mg.mL *

As frequéncias de mutacdo observadas estdo mostradas nas figuras 5 e 6, e as medianas
das frequéncias de mutacédo,na tabela 9. Para facilitar a visualiza¢do foi construido um grafico
com 0 numero de vezes o aumento da frequéncia de mutacdo em relacdo ao controle sem
antibiotico (Fig. 7). De modo geral, pode-se dizer que os antibi6ticos exerceram maior influéncia
sobre as frequéncias de mutacdo em 4125 do que em 3993. O tratamento que mostrou maior
efeito nas frequéncias para o isolado 4125 foi gentamicina 0,5X CIM com aumento de 107
vezes, enquanto que para o isolado 3993, 0,75X CIM de tetraciclina levou ao aumento mais

pronunciado (24 vezes) (Fig. 7).
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por antibiéticos. Frequéncia de mutacdo para rifampicina

resistentes observada ap6s crescimento dos isolados 3993 e 4125 de Staphylococcus aureus sem

antibiético ou com adicdo concentragdes subinibitdrias de ampicilina, gentamicina e tetraciclina.
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Ao crescer o isolado S aureus 3993 em ampicilina 0,25X CIM e 0,5X CIM as culturas
ndo produziram col6nias resistentes a rifampicina, para a maior parte das repeticdes. Isso levou
ao que alguns autores chamam de impacto do resultado zero (Hendersen-Beeget al., 2006).
Apesar de ser considerado um dos fatores que podem distorcer a interpretagdo dos resultados,
assim como na literatura, esses valores foram mantidos durante a anélise.

Quando as frequéncias obtidas para os dois isolados foram reunidas (Fig. 6; Tab. 8), que
quando S. aureus foi submetido a condi¢bes de0,5X gentamicina e 0,75X gentamicina e
tetraciclina observou-se um aumento significativo na frequéncia de mutacdo mediana de

rifampicina resistentes.

Dados Reunidos
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Figura6.Frequéncias de mutacao reunidas. Frequéncia de mutagdo para rifampicina resistentes observada
apos crescimento de Staphylococcus aureus sem antibiético ou com adi¢do de ampicilina, gentamicina e

tetraciclinaem concentragGes subinibitorias.
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Tabela 8.Medianas das frequéncias de mutacdo. Valores observados apds crescimento dos

isolados de Staphylococcus aureus sem antibiotico ou com adicdo de antibidticos em

concentracdes subinibitorias (Tab. 7). Valores significativos pelo teste de Mann-Whitney 0,05

estdo assinalados com *

Condicao de crescimento da

Mediana da freqiiéncia de mutagdo

cultura Isolado 3993 Isolado 4125 Dados reunidos
BHI 545 x 10 2,34 x 102 8,02 x 102
BHI + Ampicilina 0,25X CIM 0,00 2,32 x 10 0,00
BHI + Ampicilina 0,50X CIM 0,00 9,26 x 102 * 5,95 x 102
BHI + Ampicilina 0,75X CIM 9,85 x 1010 * 1,68 x 10 * 1,30 x 10"
BHI+ Gentamicina 0,25X CIM 2,99 x 10710 1,09 x 10t * 4,83 x 101 *
BHI+ Gentamicina 0,50X CIM 9,76 x 1010 * 2,50 x 1070* 3,90 x 1070*
BHI+ Gentamicina 0,75X CIM 8,51 x100* 4,23 x 10 * 3,03x 100*
BHI+ Tetraciclina 0,25X CIM 567 x 102 4,42 x 1011 * 1,20 x 10
BHI+ Tetraciclina 0,50X CIM 5,05 x 107 5,73 x 101t * 346 x 10
BHI+ Tetraciclina 0,75X CIM 1,32 x 100 * 3,48 x 10 * 1,91 x 1010
120 -
107
§ 100
z
g 80
§ &0 * m 3993
§ 8 . ma4125
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Figura 7. Alteracdo da frequéncia de mutacdo, em nimero de vezes, com relagéo as culturas crescidas em

meio sem antibiotico.(*) Valores significativos pelo teste de Mann-Whitney 0,05.
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Além de testar o efeito de antibidticos sobre a frequéncia de mutacédo, foi avaliado se
ampicilina, gentamicina e tetraciclina em diferentes concentracdes seriam capazes de influenciar
a emergéncia de uma subpopulacdo de S. aureus com fenétipo SCV. Os resultados obtidos
permitiram constatar somente a presenca ou auséncia da sele¢do, ndo sendo possivel afirmar em
gue magnitude isso acontece.

Foi observado que ampicilina, gentamicina e tetraciclina em diferentes concentracfes
induziram o fendtipo SCV sobre isolados 3993 e 4125 (Fig. 8). Colénias com fenotipo SCV
foram observadas quando os isolados 3993 e 4125 foram tratados com concentragdes de 0,5X,
1X e 1,5X de gentamicina. Apos o tratamento com ampicilina foi observado o fenotiopo SCV no
isolado 4125, e tetraciclina induziu colénias no isolado 3993. S. aureus SCV possuem coldnias
com fendtipo particular, sendo cerca de 10 vezes menores que colbnias selvagens e ndo possuem
a capacidade de formar halo de hemdlise em placas de &gar sangue de carneiro ( Fig. 9). Além
disso, para confirmacao que se tratava de S. aureus foram realizados teste de catalase e Gram em

todas as colonias.

Figura 8. Colbnias SCV induzidas por gentamicina. Isolados crescidos na presenca de gentamicina por
24h 3993 (A); 4125 (B). Indicadas pelas setas podem ser observadas algumas colbnias isoladas que

apresentam fenotipo tipico de SCV cerca de 10 vezes menores que uma col6nia selvagem.

27



Figura 9. Colbnias suspeitas em agar sangue. As colénias com fenétipo caracteristico de SCV foram
repicadas em 4gar sangue para avaliar formacdo de halo de hemdlise. Pode-se observar que somente a
colonia selvagem, utilizada como controle, mostrou um halo mais claro em torno das coldnias. As demais

coldnias, suspeitas de serem SCV, ndo foram hemoliticas.
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6. DISCUSSAO

6.1. Atividade antimicrobiana de extratos vegetais e sinergismo

Neste estudo foi avaliado o potencial antimicrobiano de quinze espécies vegetais sobre S.
aureus isolados de vacas acometidas com mastite bovina. Embora a maioria das espécies testadas
possua alguma atividade antimicrobiana descrita na literatura (Vargas et al., 2010; Parente et al.,
2009; Sharma et al., 2009) , nas concentracOes testadas e sobre S. aureus, somente cinco dos
quinze extratos foram ativos sendo eles alecrim do campo, boldinho, ing4, salvia e sena.

As atividades antimicrobianas dos extratos de boldinho e ingd ainda ndo haviam sido
descritas na literatura. Brasileiro e colaboradores (2006) avaliaram o efeito do extrato de
boldinho sobre isolados de S. aureus e E. coli que sob as condigdes testadas ndo foi ativo.
Existem véarios métodos diferentes para avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, além disso, fatores como local de obtencdo do material vegetal, época da coleta, e ainda
o solvente utilizado para preparo dos extratos pode interferir na composicdo deste (Hayda et al.,
2007). Isso pode explicar a divergéncia nos resultados de atividade sobre a mesma espécie de
micro-orgasnimo obtidos pelo presente trabalho e por Brasileiro et al. (2006).

N&o foram encontrados na literatura quaisquer relatos sobre a investigacdo do potencial
antimicrobiano de inga, uma leguminosa arbdrea da subfamilia Mimosoideae (Falcdo e
Clemente, 2000).Porém, a atividade antimicrobiana de plantas dessa subfamilia sobre S. aureus
como, por exemplo, o angico (Anadenanthera macrocarpa Benth), jurema-preta (Mimosa
tenuiflora) e acacia mimosa (Acacia podalyriifolia)ja foi amplamente descrita (Andrade et al.,
2010; Padilha et al., 2010;Palmeira et al., 2010).

Ha vérios relatos na literatura sobre a atividade antimicrobiana de alecrim do campo.
Alguns autores chamam atencéo para o uso do 0leo essencial dessa planta no setor farmacéutico
devido a essa atividade (Canton e Onofre, 2010; Burt 2004). Acredita-se que a a¢ao desses 6leos
se da por meio da degradacdo da parede bacteriana ou alteragdes na membrana plasmaética, nas
proteinas de membrana e no fluxo de elétrons do micro-organismo (Juven et al., 1994; Ultee et

al., 2002). Devido a limitagdes na quantidade de material vegetal e de extrato preparado, analises
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posteriores como determinacdo da concentracdo inibitoria minima para esse extrato nao foi
realizada.

O extrato de sélvia foi 0 que apresentou maiores halos de inibi¢éo sobre os isolados de S.
aureus testados. Estudos realizados em 1998, por Bara e Vanetti, j4 mostravam o potencial
antimicrobiano de extratos vegetais de salvia sobre bactérias Gram positivas. Haida e
colaboradores (2007) também mostraram a atividade antimicrobiana para de extrato etanolico de
sélvia sobre isolados de Pseudomonas aeruginosa.Segundo Abu-Shanab et al. (2004), os extratos
aquosos e etandlicos de S. officinalis possuem atividade inibitoria sobre E. coli, evidenciando
um potencial antimicrobiano também sobre bactérias Gram negativas.

Outro extrato que foi ativo neste estudo foi o extrato de sena, a atividade j& havia sido
identificada por Diaz et al. (2010). Porém, ndo foram encontrados outros relatos na literatura da
avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos de folhas de sena.

N&o existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando
comparados com antibidticos padrdes, tanto que alguns autores consideram somente resultados
similares aos de antibioticos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles
com niveis de inibicBes superiores (Duarte, 2006). Uma classificacdo para materiais vegetais
com base nos resultados de MIC foi proposta por Aligianis e colaboradores (2001) sdo
consideradas: forte inibicdo extratos com a CIM até 0,5 mg/mL; inibicdo moderada CIM entre
0,6 e 1,5 mg/mL e fraca inibicdo CIM acima de 1,6 mg/mL.

As plantas sdo conhecidas por produzirem grande variedade de moléculas com potencial
antimicrobiano em seu metabolismo secundario. E interessante observar que a maioria dessas
moléculas possui uma fraca atividade antibidtica, quando comparadas aos antibioticos
produzidos por bactérias ou fungos. Apesar de os antibacterianos derivados de plantas serem
menos potentes, 0s vegetais combatem infeccBes com sucesso, para isso adotam uma estratégia
diferente de luta, o sinergismo (Hemaiswaryaet al., 2008).

Avaliacéo de interacOes entre compostos que apresentam atividade antimicrobiana vem
sendo utilizada nos ultimos anos como alternativa na busca por novos medicamentos.Estudos
mostram que o uso de extratos de plantas em combinagdo com antibioticos tem promovido uma
significante reducdo das concentra¢Ges inibitérias minimas sobre isolados resistentes de uma
série de bactérias Gram negativas e Gram positivas (Souza et al., 2010; Vinod et al., 2010; Lee et
al., 2008; Al-hebshi et al., 2006; Betoni et al., 2006; Darwish et al., 2002).
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A maioria das combinacfes de extrato e antibidtico testadas mostrou interagdes
sinérgicas ou aditivas. Extratos de boldinho, salvia e sena tiveram interac@es favoraveis (reducédo
da CIM) com (3 lactamicos, aminoglicosideos, fenicol e tetraciclina. Ndo havendo especificidade
para um grupo de antibidticos, esses resultados sugerem, assim como o obtido por Aiyegoro et
al, (2010) que o extrato bruto dessas plantas podem conter uma mistura de compostos que
potencializam a atividade dos diferentes antibioticos.

Os principais componentes dos extratos testados foram investigados na literatura, em uma
tentativa de relacionar a composi¢do quimica a redugdo da CIM observada nos experimentos.
Para o boldinho, foi encontrado que os principais constituintes do seu 6leo essencial s&o
cariofileno, eugenol e timol (Albuquerque et al., 2007). Um estudo quimico realizado com
extratos de folhas de sélvia mostrou que esses mesmos compostos eram encontrados, apesar de
em concentragdes inferiores a &cidos rosmarinico, caféico, carnosol, flavondides, entre outros,
predominantes na constituicdo do extrato (Velickovic et al., 2003; Nascimento et al., 2000).

Sinergismo entre cariofileno e eugenol com antibidticos ampicilina e gentamicina foi
avaliado por Moon et al. (2011) sobre isolados de Streptococcus. A combinagdo de eugenol com
ampicilina e gentamicina reduziu os valores de MIC de 4 a 8 vezes,o que leva a um valor de
indice FIC menor que 0,5 sendo, portanto, a interacdo sinérgica.O cariofileno ndo mostrou
sinergismo nas condicdes testadas.

Senna macranthera mostrou como composi¢do principal, no estudo realizado por
Nogueira (2009), emodina e uma grande quantidade de compostos fendlicos em especial
flavonodides. Ha relatos na literatura de sinergismo entre emodina, isolada de Rheum palmatum
L. com P lactdmicos sobre S aureus meticilina resistentes. O indice FIC para ampicilina e
emodina variou entre 0,37 e 0,5 para os isolados testados segundo Lee et al. (2010). Os mesmo
valores de FIC foram encontrados no presente trabalho sobre S. aureus 3993 e 4125, quando
combinados ampicilina e extrato de sena. Podemos inferir com base nessas informacdes que o
composto emodina de Senna macranthera pode ser o responsavel pela diminuicdo nas CIM
combinadas dos extratos de sena com f lactdmicos. Além disso, o efeito antimicrobiano e o
potencial de modificar resisténcia de polifenois e flavondides tem sido descrito por outros
autores como Cushnie e Lamb (2005) e Sato et al., (2004).

O uso dessas combinagcbes promove uma reducdo da dose minima necesséria para a

eficacia dos antimicrobianos, isso € interessante, pois pode reduzir a chance de efeitos colaterais,
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bem como reduzir o custo dos tratamentos. No entanto, para a utilizagdo terapéutica dessas
combinacdes € necessario que sejam realizados trabalhos que explorem o modo de acdo dos
extratos vegetais e que permitam a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos nas

interacgoes.

5.2. Efeito de antibioticos sobre a frequéncia de mutacgao e inducéo do fendtipo SCV.

Para uma droga ser eficaz, ela deve atingir o sitio de infecgdo em concentracGes
satisfatorias. No caso especifico da mastite bovina, onde a forma mais usual para o tratamento é
a antibioticoterapia, existem duas vias de administracdo, a saber, intramamaria e parenteral.
Porém, frequentemente as concentra¢Bes in vivo caem abaixo dos niveis inibitérios e atingem
alguns tecidos em concentragdes insuficientes (Gruet et al., 2001).Avaliando o potencial de
distribuicdo dos antibidticos usados nesse trabalho, pode-se dizer que a ampicilina tem
distribuicdo limitada pela via parenteral, a tetraciclina possui distribuicdo limitada pelas duas
vias e gentamicina possui ma distribuicdo se ambas forem consideradas (Gruet et al., 2001).
Dessa forma, as chances de um patdgeno ser exposto a subCIM sdo grandes.

Esse estudo mostrou que 0,75X CIM de ampicilina e tetraciclina promoveram aumento
na frequéncia de mutacdo dos isolados 3993 e 4125 de S. aureus. O mecanismo pelo qual isso
ocorreu nao pode ser comprovado, mas explicac@es ja foram encontradas por outros autores.

As elevacOes nas frequéncias de mutacdo causadas por ampicilina podem ter como uma
possivel explicacdo um mecanismos descrito por Maiques et al. (2006). Segundo esses autores, 0
tratamento de S. aureus com concentraces subinibitorias de ampicilina, bem como outros
lactamicos, promove a ativacdo da via de resposta SOS. Nesse tipo de resposta, é utilizada para a
replicacdo do material genético a DNA polimerase V, considerada error-prone, o que aumenta o
risco de mutagdes. O mesmo ja havia sido proposto por Henderson-Begg et al. (2006).

Outro mecanismo que pode ser utilizado para tentar explicar os resultados obtidos é o
aumento de espécies reativas de oxigénio que pode ser provocado por B lactdmicos e
aminoglicosideos (Kohanski et al., 2007). Kohanski et al. (2010) comprovaram gue o0 tratamento
com concetracdo subinibitéria de antibioticos aumentou a producdo de espécies reativas de
oxigénio que estdo relacionadas com a elevacdo dos indices de mutagdo para 0 micro-organismo

utilizado no estudo.
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Dos antibioticos testados, somente a gentamicina mostrou aumento nas frequéncias de
mutacdo em todas as concentracdes e para 0s dois isolados testados. A gentamicina € um
antibiotico bactericida da classe dos aminoglicosideos. Dwyer e colaboradores (2009) mostraram
que aminoglicosideos induzem erros na traducdo e no dobramento de proteinas associadas a
membrana que ativam a resposta de estresse do envelope e o sistema de sinal de dois
componentes responsivos a redox levando a producao de radicais livres.

A ativacdo da resposta SOS por concentracdes subinibitorias de aminoglicosideos e
tetraciclinas foi observada por Baharoglu e Mazel (2011), além disso, esses autores
determinaram que a incubacéo de Vibrio cholerae com concentragdes 0,01X CIM de tetraciclina
levava a um aumento na frequéncia de mutacao de aproximadamente dez vezes.

Aminoglicosideos sdo descritos como sendo relacionados a emergéncia de S. aureus com
fendtipo de coldnias variantes pequenas (SCV). Em contraste com fenétipo normal, S. aureus
SCV tem requerimento fastidioso para crescimento. As col6nias SCV podem ser identificadas
como ndo pigmentadas, ndo hemoliticas e com tamanho reduzido apds 24-72 horas de
crescimento em agar contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro.

Alguns autores mostraram que a emergéncia de SCV ocorre com mais frequéncia na
presenca de gentamicina que espontaneamente, tanto in vivo quanto in vitro (Schaff et al., 2003).
Em seu trabalho, os autores demonstraram que uma alta frequéncia de mutacdo em S. aureus
favorece a emergéncia de SCV e sugeriram que mutagdes podiam ter um importante papel no
desenvolvimento desses variantes.

Como esperado, quando os isolados 3993 e 4125 foram tratados com gentamicina, em
diferentes concentracGes, houve a emergéncia do fendtipo SCV. No entanto, o tratamento do
isolado 4125 com ampicilina e do 3993 com tetraciclina também levou ao aparecimento de
colénias com esse fendtipo, o que ainda nao havia sido relatado na literatura. A relacdo proposta
por Schaff et al. (2003) pode ser uma explicacdo para esse evento.

N&o foi possivel realizar a contagem do namero de col6nias SCV obtidas. No entanto,
dado a importancia desse fendtipo em infec¢fes humanas e animais, propde-se que novos ensaios
sejam realizados a fim de determinar de forma mais elucidativa o papel desses antibioticos na
emergéncia dos SCVs. O experimento deve ser repetido realizando-se dilui¢cBes apropriadas que

permitam a contagem de coldnias e determinacdo da frequéncia de formacdo dos SCVs. Posterior
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a isso, propde-se a realizacdo de ensaios para a caracterizagdo fenotipica e molecular dos
isolados SCV e a identificacdo da regido que possui a mutacdo em relacdo ao fendtipo normal.

A importancia do fenétipo SCV em infecgfes humanas tem sido intensamente
investigada, devido a associacdo entre este fenotipo de S. aureus com infec¢des persistentes e
recorrentes (Proctor et al. 2006). Brouillete et al. (2004) foram os primeiros a relacionar o
fenotipo SCV com infeccbes persistentes de mastite bovina, seguido por Atalla et al, (2008 e
2011). Pelos resultados obtidos neste trabalho é possivel que antibidticos possam estar
contribuindo para a selecdo de SCV, o que poderia prejudicar a eficicia do tratamento, uma vez
que bactérias SCV estdo associadas a recidiva da mastite.

A utilizacdo de antibioticos é fundamental para o tratamento de doencas como mastite
bovina.Porém, os resultados mostrados aqui vém mais uma vez ratificar a importancia da
determinacédo e da administracdo de doses adequadas de antimicrobianos a fim de evitar efeitos

ndo desejados in vivo, como o agravamento da infeccdo.

34



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

e extratos de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), boldinho (Plectranthus
ornatus), inga (Inga edulis), salvia (Salvia officinalis) e sena (Senna macranthera)
possuem atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aures de origem bovina;

e ha interacOes de sinergismo entre extratos de boldinho, salvia e sena com os antibidticos
ampicilina, canamicina, gentamicina e tetraciclina;

e concentracdes de 0,25X, 0,5X e 0,75X a CIM de ampicilina, gentamicina e tetraciclina
aumentam a frequéncia de mutacdo de Staphylococcus aureus de origem bovina
tornando-os resistentes ao antibiotico rifampicina;

e colbnias apresentando o fendtipo SCV foram observadas quando os isolados 3993 e 4125
de S. aureus foram expostas a concentracdes de 0,5X, 1X e 1,5X a CIM de gentamicina,
o mesmo foi observado quando o isolado 3993 foi exposto as mesmas concentracdes de

tetraciclina e o isolado 4125 & ampicilina.
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