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RESUMO
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O Staphylococcus aureus é um patdgeno oportunista, podendo causar desde
infeccbes cutaneas até infeccdes disseminadas. O aumento na resisténcia
antimicrobiana (AMR) tem levado ao surgimento de cepas de S. aureus resistentes a
uma ou multiplas classes de antibacterianos. Nesse sentido, cresce a busca por novas
moléculas com atividade antibacteriana. O género Combretum compreende plantas
de distribuicéo tropical, cujo uso é relatado na medicina popular devido a propriedades
anti-inflamatoria, antiparasitaria e antimicrobiana. Nesse sentido, esse trabalho teve
como objetivo avaliar se extratos de trés espécies nativas de Combretum possuem
atividade antibacteriana frente ao S. aureus. Foram utilizadas seis linhagens de S.
aureus, das quais trés expressam bombas de efluxo. Foram utilizados extratos
etandlicos e aquosos das folhas de Combretum duarteanum, Combretum mellifluum
e Combretum leprosum. Inicialmente, caracterizou-se o perfil de resisténcia das cepas
através de antibiograma e deteccéo de genes de resisténcia a aminoglicosideos pelo
meétodo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Entdo, realizou-se uma triagem
dos extratos na concentracdo inicial de 0,5 mg/mL, seguida da determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (MIC) e Bactericida Minima (MBC). Também foram
realizados testes de modulacdo antibidtico-extrato combinando norfloxacino ou
estreptomicina com o extrato etandlico de C. duarteanum (CDEN). Os ensaios foram
realizados em triplicatas independentes e analisados por espectrofotometria e pelo
revelador resazurina. As cepas apresentaram maior resisténcia a amicacina,
gentamicina e penicilina G. Os extratos e fra¢cdes de C. duarteanum e 0s extratos de
C. mellifluum apresentaram atividade antibacteriana na triagem a 0,5 mg/mL. Os
valores de MIC desses extratos foram de 0,062 a 0,5 mg/mL; a fracao acetato de etila
de C. duarteanum (CDEN-AcOEt) apresentou atividade bactericida frente ao maior
namero de cepas. O extrato CDEN apresentou fator de modulagdo (FM) junto ao
norfloxacino (2 a 4) e a estreptomicina (8 a 32), e a fragdo CDEN-ACOEt possuiu acao
sinérgica com a estreptomicina (FICI = 0,039) frente ao S. aureus ATCC 912415.
Deste modo, conclui-se que as espécies C. duarteanum e C. mellifluum séo fontes

promissoras de novas moléculas anti-S. aureus.

Palavras-chave: farmacorresisténcia bacteriana; compostos fitoquimicos;

Combretaceae; sinergismo farmacoldgico.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen, which can cause since skin to
disseminated infections. The increase in antimicrobial resistance (AMR) is linked to the
emergence of S. aureus strains resistant to one or multiple antibacterial classes.
Searching for new compounds with antibacterial activity is growing. Combretum genus
comprises tropical plants, whose use is reported in folk medicine due to anti-
inflammatory, antiparasitic and antimicrobial properties. Therefore, this work aimed to
evaluate if extracts of three native Combretum species are active against S. aureus.
Six S. aureus strains were used, where three expresses efflux pumps. Ethanolic and
agueous extracts from the leaves of Combretum duarteanum, Combretum mellifluum
and Combretum leprosum were used. Initially, the resistance profile was characterized
by antibiograms and detection of aminoglycoside resistance genes by polymerase
chain reaction (PCR) method. An initial screening of the extracts was performed at 0.5
mg/mL, followed by bioassays for Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) determination. Antibiotic-extract
modulation tests were also performed by combining norfloxacin or streptomycin with
C. duarteanum ethanolic extract (CDEN). The assays were performed on independent
triplicates, analyzed by spectrophotometry and resazurin. Strains showed more
resistance to amikacin, gentamicin and penicillin G. C. duarteanum and C. mellifluum
extracts showed antibacterial activity at 0.5 mg/mL in the screening. MIC values
ranged from 0.062 to 0.5 mg/mL; ethyl acetate fraction of C. duarteanum (CDEN-
AcOEt) showed bactericidal activity against most strains. CDEN extract showed
modulation factor (MF) when combined with norfloxacin (2 to 4) and streptomycin (8 to
32), and CDEN-ACOEt fraction had a synergistic action with streptomycin (FICI =
0.039) against S. aureus ATCC 912415. Thus, it is concluded that C. duarteanum and

C. mellifluum species are promising sources of new anti-S. aureus phytochemicals.

Keywords: antibacterial drug resistance; phytochemicals; Combretaceae; drug

synergism.
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1 INTRODUCAO

O género Staphylococcus (familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales, classe
Bacilli, filo Firmicutes) compreende bactérias gram-positivas, com morfologia de cocos
agrupados em cachos. Semelhante a outros gram-positivos, estafilococos fazem parte
da microbiota de seres humanos, como os estafilococos coagulase-negativos (ECN)
e 0 S. aureus.

A espécie Staphylococcus aureus € a mais importante dentro do género. E
encontrada na microbiota transitéria ou permanente de uma parcela da populacgéo,
colonizando pele e mucosas, sobretudo a mucosa nasal. Embora possa estar em
portadores assintoméaticos, o S. aureus é um patégeno oportunista, sobretudo em
individuos imunodeprimidos ou hospitalizados.

Doencas causadas por S. aureus podem ser adquiridas no ambito comunitario
ou hospitalar. Estdo inclusas as infecgbes cutaneas, como impetigo, foliculite,
furiinculo e carbunculo, e infeccbes disseminadas, como pneumonia, osteomielite,
endocardite e bacteremia. Além das infeccdes, a espécie causa quadros de
intoxicagdo. A expressao de fatores de viruléncia facilita a disseminagao e a evaséo
da resposta imune, aumentando a gravidade dessas doencas.

Outro fator que agrava as infeccdes por S. aureus € 0 aumento da resisténcia
aos antimicrobianos (AMR). Linhagens suscetiveis tornam-se resistentes pela
aquisicdo de elementos genéticos. E reportado a existéncia de S. aureus resistentes
a penicilinas, aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e tetraciclinas,
reforcando a queda na eficacia das opcdes terapéuticas disponiveis hoje.

A busca por novos agentes antibacterianos tem se tornado uma prioridade.
Visto que historicamente as plantas séo utilizadas para fins medicinais, elas sao alvo
de muitas pesquisas para a descoberta de moléculas bioativas. Estima-se que 25%
dos farmacos comercializados atualmente sédo derivados de compostos fitoquimicos,
demonstrando a relevancia de estudos voltados a etnofarmacologia.

O género Combretum compreende espécies de arbustos e arvores, algumas
nativas do Cerrado e Caatinga brasileiros. E relatado o uso popular destas plantas no
tratamento de inflamacdes, infec¢cdes, malaria e disturbios gastrointestinais, no
entanto, S80 escassos estudos acerca da atividade antibacteriana. Nesse sentido,
tornam-se necessarios estudos que avaliem o potencial de prospeccao de plantas do

género Combretum com atividade anti-S. aureus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus

A familia Staphylococcaceae pertence ao filo Firmicutes, que representa quase
50% das espécies bacterianas conhecidas junto aos filos Tenericutes e Actinobacteria
(MADIGAN et al, 2016). Cinco géneros compdem a familia
(Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus, Salinicoccus e Staphylococcus),
sendo o género Staphylococcus o principal representante do grupo (GHERARDI; DI
BONAVENTURA; SAVINI, 2018).

Microrganismos do género Staphylococcus se apresentam com morfologia de
cocos gram-positivos, com células agrupadas em cachos ou clusters. Sdo imoveis,
anaerdbios facultativos, ndo esporulados e halotolerantes. E relatado que bactérias
do género sao capazes de sobreviver em certas condicbes adversas ao
desenvolvimento microbiano (TOLTZIS, 2018).

O género Staphylococcus compreende mais de 40 espécies conhecidas,
algumas filogeneticamente divididas em sub-espécies (LIU, D., 2015). Assim como
outros gram-positivos, estafilococos fazem parte da microbiota normal da pele e
mucosas em seres humanos. Os principais representantes sdo os estafilococos
coagulase negativos (ECN) — Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
saprophyticus — e 0 Staphylococcus aureus, espécie de maior importancia dentro do
género (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

Estafilococos coagulase positivos (ECP) ou S. aureus sdo microrganismos
presentes na microbiota de superficies epiteliais em animais e seres humanos. A
espécie € encontrada na pele e em mucosas, sobretudo nas fossas nasais. Além
disso, faz parte da microbiota transitéria de 60% da populacdo, e coloniza
permanentemente de 20 a 40% dos individuos adultos. Alguns grupos sdo mais
colonizados, incluindo imunodeprimidos, pacientes hospitalizados e profissionais da
salide (BRASIL, 2008).

Semelhante aos ECNSs, 0 S. aureus é considerado um patégeno oportunista.
Genomicamente, o0 S. aureus possui cerca de 300 mil pares de bases (pb) a mais do
que o S. epidermidis, carregando elementos genéticos adicionais que codificam

fatores de viruléncia e a evasao da resposta imune do hospedeiro. A espécie é o
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agente etiolégico de infecgBes e outras doengas importantes, transmitidas no ambito
comunitério e hospitalar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

2.1.1 Patogénese e fatores de viruléncia

No fim do século XIX, o pesquisador Alexander Ogston analisou amostras de
pus de infeccBes de feridas e quadros sépticos, de onde isolou o S. aureus pela
primeira vez. A partir de Ogston, o S. aureus foi consolidado como agente etiol6gico
de infeccdes cutaneas ou piogénicas como foliculite, impetigo, furdnculos e
carbanculos. Também é o agente de infecgcBes associadas a feridas cronicas,
proteses e cateteres endovenosos (ALGAMMAL et al., 2020).

InfecgOes e outras enfermidades causadas por S. aureus sao agravadas devido
a expressao de fatores de viruléncia. Um exemplo sé@o as toxinas extracelulares, que
medeiam a citotoxicidade e a indu¢do do processo inflamatério no hospedeiro. Séo
exemplos as toxinas esfoliativas (ETA, ETB) e enterotoxinas, relacionados a Sindrome
da Pele Escaldada Estafilococcica (SSSS) e a intoxicacBes alimentares,
respectivamente (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

Além das toxinas, ECPs expressam diversos outros fatores de viruléncia.
Proteinas de superficie, capsula e producdo de biofilme aumentam a adesdo a
superficies e sobrevivéncia do microrganismo. Enzimas como proteases, nucleases e
hialuronidases facilitam sua disseminacdo pelos tecidos, podendo gerar infeccfes
graves e disseminadas como osteomielites, pneumonias, meningites e bacteremias
(ALGAMMAL et al., 2020; BRASIL, 2008).

Linhagens de S. aureus sdo responsaveis por causar essas infec¢cdes na
comunidade, mas também no contexto hospitalar. Isso se deve a sobrevivéncia e
facilidade de disseminacdo no ambiente nosocomial, podendo causar doencas
importantes em imunodeprimidos e pacientes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs). Além disso, o surgimento de cepas resistentes € um outro fator que tem

agravado as infecgdes por S. aureus (DADASHI et al., 2018).

2.1.2 Resisténcia aos antimicrobianos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia aos

antimicrobianos (AMR) ocorre quando bactérias ou outros microrganismos sofrem
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mudancas bioldgicas e ndo respondem a antibioticoterapia convencional. E estimado
que ocorram 700 mil mortes anuais devido a AMR, representando um problema global
de saude publica (UKUHOR, 2021).

A aquisicdo da resisténcia € um fendbmeno que ocorre naturalmente entre os
microrganismos. Linhagens suscetiveis tornam-se resistentes por modificacfes
genéticas. Elementos genéticos moveis (EGMs) como plasmideos, transposons ou
genes codificam a resisténcia a um ou mais antibacterianos. A aquisicdo da
resisténcia bacteriana se da principalmente por conjugacdo, onde os EGMs sao
transferidos horizontalmente de uma cepa a outra, propagando fendétipos de
resisténcia (HAABER; PENADES; INGMER, 2017).

Embora a resisténcia seja um fenbmeno natural, a AMR é intensificada devido
ao uso incorreto e abusivo dos antimicrobianos, gerando bactérias resistentes a uma
ou multiplas drogas (MDRB). Bactérias multirresistentes causam quadros infecciosos
mais graves, que ndo respondem ao tratamento e com maiores taxas de
morbimortalidade (MAHONEY et al., 2021).

A pandemia da doenca do coronavirus (COVID-19) iniciada em 2020 apresenta
relacdo direta com o aumento da resisténcia. O uso de antimicrobianos, como a
azitromicina e a ivermectina, foi disseminado na terapéutica da COVID-19, mesmo
sem eficacia comprovada. Um estudo revelou que 90% dos pacientes hospitalizados
com COVID-19 recebeu tratamento com antimicrobianos, enquanto menos de 10%
possuiam infec¢cBes secundarias diagnosticadas, revelando o uso indiscriminado
destes farmacos e favorecendo a resisténcia bacteriana (OPAS, 2021).

Dentre os agentes de infec¢Bes bacterianas, o S. aureus € um dos patdgenos
com mais riscos relacionados a resisténcia (WHO, 2021). Um estudo feito pelo
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) avaliou a taxa de mortalidade pelas
infeccbes bacterianas mais comuns nos Estados Unidos em 2017; o S. aureus foi
responsavel por mais de 10 mil mortes, superando as mortes por Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae
e Acinetobacter (CDC, 2019).

Em meados do século XX, a classe das penicilinas incluia antibiéticos de
escolha no tratamento de infec¢Bes por S. aureus. Na década de 1940, foi notificado
o surgimento de linhagens resistentes a penicilina. Cepas com esse fendtipo
expressam genes de beta-lactamases, enzimas que clivam o anel beta-lactamico das

penicilinas e impedem sua agédo (BRASIL, 2007). Atualmente, cerca de 90% das
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linhagens de S. aureus isoladas de humanos apresentam resisténcia a penicilina
(RAO et al., 2022).

Novas opcdes terapéuticas foram introduzidas no mercado, tendo como alvo
cepas produtoras de penicilinases. Um exemplo é a meticilina, um beta-lactamico cujo
alvo é a proteina de ligacdo a penicilina (PBP) envolvida na sintese de
peptideoglicanos na parede celular. Na década de 1960, foram relatadas as primeiras
cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), que tendem a apresentar
resisténcia a outros beta-lactamicos incluindo oxacilina, nafcilina e cefalosporinas
(TAYLOR; UNAKAL, 2022).

Cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) se tornam resistentes pela
aquisicdo de elementos do cassete cromossdmico estafilocécico mec (SCCmec). Um
exemplo é o gene mecA, que modifica o sitio-alvo da meticilina ao codificar uma PBP
mutante, a PBP-2a, expressa em cepas MRSA (LIU, W. et al., 2021). Outros
mecanismos de resisténcia em S. aureus incluem a interferéncia em vias metabdlicas,
expressao de bombas de efluxo e alteracao enzimatica do farmaco (MAHONEY et al.,
2021).

Infecgbes por MRSA podem ser adquiridas na comunidade (CA-MRSA) ou no
ambiente hospitalar (HA-MRSA). E reportado que S. aureus com fen6tipo MRSA tém
se tornado prevalentes no ambiente nosocomial (BRASIL, 2007; DADASHI et al.,
2018; RAO et al., 2022; SHARIATI et al., 2020), e aumentam em 64% as chances de
Obito quando comparados a cepas MSSA (WHO, 2021).

Um dos farmacos usados no tratamento de infeccbes por MRSA é a
vancomicina. No entanto, novos fendtipos intermediarios (VISA) e resistentes a
vancomicina (VRSA) tém sido relatados. O operon vanA codifica enzimas que alteram
a sequéncia de aminoacidos do sitio de ligacdo a vancomicina, conferindo resisténcia
ao farmaco nas cepas que expressam o operon (MCGUINESS; MALACHOWA,;
DELEO, 2017). Esse fato é evidenciado em um estudo que avaliou cepas de S. aureus
isoladas de pacientes hospitalizados com infecgéo urinéria; 23 (22,3%) dos isolados
eram VRSA, representando a relevancia clinica dessas linhagens (SELIM et al., 2022).

Antibacterianos como a daptomicina e a linezolida séo utilizados no tratamento
de infec¢cdes por MRSA ou VRSA. Em um trabalho onde foi avaliado o perfil de
resisténcia em cepas de MRSA isoladas de um paciente com bacteremia persistente
ao longo do tempo; dos isolados (n = 32), 7 (21,9%) foram resistentes a daptomicina,

6 (18,7%) a linezolida e metade tinha o perfil VISA, comumente apresentando
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resisténcia cruzada com um ou mais dos antimicrobianos citados (CHEN; HUANG,;
SHIE, 2020).

Cepas resistentes a outras classes de antibacterianos também tém sido
relatadas. A expressdo de bombas de efluxo tem se tornado um mecanismo de
resisténcia importante, onde h&a expulséo ativa do farmaco da ceélula bacteriana. A
expressao das bombas NorA, MsrA e TetA (K) conferem resisténcia a quinolonas,
macrolideos e tetraciclinas, respectivamente (JANG, 2016; LEKSHMI et al., 2018).

Aminoglicosideos sdo antibacterianos que se ligam a subunidade ribossomal
30S e inibem a sintese proteica (MCDERMOTT et al., 2022). A resisténcia aos
farmacos da classe pode se dar pela expressdo de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMEs), que incluem a aminoglicosideo-fosfotransferase (APH), a
adenil-transferase (AAD) e a acetil-transferase (AAC) (HASHEMIZADEH et al., 2022).

No estudo de Khosravi, Jenabi e Montazeri (2017) foi reportado que 64% (n =
161) dos isolados clinicos de MRSA possuiam o gene aac(la)-2 (acetil-transferase).
Outro estudo encontrou que 98,7% dos isolados clinicos de MRSA (n = 83)
apresentaram resisténcia a gentamicina e a estreptomicina, e 41% (n = 34)
expressaram 0 gene aac (6))-le, destacando a prevaléncia da resisténcia a
aminoglicosideos em cepas MRSA (HASHEMIZADEH et al., 2022).

As opcdes terapéuticas disponiveis frente ao S. aureus vém se tornando cada
vez mais restritas, ao passo que a crise dos antimicrobianos cresce. O S. aureus € um
microrganismo altamente adaptavel e eficaz na transferéncia de EGMs, que o colocam
no grupo de alta prioridade para descoberta de novos farmacos antibacterianos
(HAABER; PENADES; INGMER, 2017).

2.2 Compostos fitoquimicos

Devido as implicacdes da AMR, cresce a demanda por novas moléculas com
atividade antibacteriana frente a S. aureus. Uma tendéncia importante nas ultimas
décadas € o estudo de compostos bioativos a partir de fontes vegetais. Desde a
Antiguidade, as plantas séo utilizadas para diversos fins medicinais, no alivio de
sintomas e tratamento de doencas (DENG; YU, 2018).

A busca de fitoquimicos candidatos a novos farmacos se da pelo estudo de
metabdlitos secundarios. O metabolismo vegetal € dividido em primario e secundario;

metabdlitos priméarios sdo essenciais no crescimento e desenvolvimento da planta,
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enquanto metabdlitos secundarios séo envolvidos em fungdes especiais como defesa
a agentes externos, e geralmente apresentam atividade biol6gica. Sdo exemplos
Oleos essenciais, taninos, terpenoides e compostos fendlicos (SADEEK; ABDALLAH,
2019).

Estudos de prospeccao fitoquimica de espécies vegetais incluem, inicialmente,
a andlise in vitro de extratos e suas atividades biologicas. InUmeros estudos avaliam
a atividade antibacteriana de extratos, possibilitando o isolamento de compostos a
posteriori (ABEBE et al.,, 2022; BURMAN et al., 2018; CHABAN et al., 2019;
CHUKWUJEKWU; STADEN, 2016; FANKAM; KUIATE; KUETE, 2015; MORADI;
HADI; BAZARGANI, 2020). Embora o uso de compostos isolados seja comum, &
reportado que a maioria das substancias purificadas possuem menor atividade
antibacteriana quando comparada ao extrato (DENG; YU, 2018).

Embora se conheca o potencial terapéutico de inUmeras plantas medicinais, o
uso destas para doencas infecciosas € subnotificado. Estima-se que de todas as
espécies vegetais do planeta, 10% foram utilizados na medicina popular para tratar
infeccdes, dos quais apenas 1% foi reconhecido pela ciéncia moderna. No entanto,
estudos etnobotéanicos e etnofarmacolégicos tém ganhado relevancia na prospecc¢ao

de novos compostos antibacterianos (KHAN et al., 2009).

2.3 Plantas do género Combretum

O Brasil possui uma flora essencialmente diversa, que corresponde a 20% da
biodiversidade vegetal de todo o mundo. Quase 50 000 espécies sao descritas no
pais, das quais 55% s&do endémicas. A busca de novas moléculas bioativas em plantas
nativas se torna viavel, devido a diversidade botanica distribuida em biomas diversos
(BRAGA, 2021).

A Caatinga € um bioma caracteristico da regido Nordeste, onde muitas plantas
sdo utilizadas na medicina popular. Algumas das espécies mais descritas incluem
Myracrodruon urundeuva Allemé&o (aroeira), Anadenanthera colubrina Vell. (angico),
Amburana cearensis (Arr. Cam.) (umburana de cheiro) e Sideroxylon obtusifolium
(quixabeira) (SANTOS et al., 2018). Ainda que essas plantas sejam conhecidas na
medicina tradicional, h4 uma escassez de estudos etnofarmacolégicos para diversas
outras plantas nativas (MAGALHAES et al., 2019).
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O género Combretum compreende arvores e arbustos de distribuicéo tropical,
possuindo espécies nativas no Nordeste e Cerrado brasileiros (Figura 1). E o principal
género da familia Combretaceae, apresentando cerca de 370 espécies descritas
(LIMA, G. et al., 2012). O uso medicinal de plantas é relatado na literatura, devido a
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antimalarica e anti-infecciosa (BURMAN et
al., 2018).

Figura 1 — Planta da espécie Combretum duarteanum Cambess.

C. duarteanum Cambess em regido de Caatinga de Patos — PB. [José Vinicius de Medeiros]. [2021].
Observado em iNaturalist. Disponivel em: https://www.biodiversity4all.org/observations/81175075.
Acesso em: 09 mai 2023.

Na revisdo proposta por Lima et al. (2012), a espécie Combretum duarteanum
Cambess (mofumbo) possui atividades anti-inflamatéria, analgésica e antitumoral.
Estudos com Combretum leprosum Mart. (pente-de-macaco) revelam também o
potencial anti-inflamatdrio, analgésico e moluciscida. Relatos sobre o potencial
biolégico de Combretum mellifluum Eichler (caatinga-branca) sao raros. Para essas
espécies, sdo escassos estudos de atividade antibacteriana, embora seja relatado
para outras plantas do género.

Nesse contexto, um estudo com duas espécies do género Combretum frente a
bactérias patogénicas observou que os extratos de Combretum edwardsii e
Combretum krausii apresentam atividade antibacteriana e efeito sinérgico a
antimicrobianos como penicilina, amoxicilina e cloranfenicol, assim, demonstrando o
potencial antibacteriano e modulador de extratos de plantas do género Combretum
frente a patdgenos, incluindo o S. aureus (CHUKWUJEKWU; STADEN, 2016). Tendo
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em vista o potencial etnofarmacoldgico do género Combretum, torna-se relevante o
estudo da atividade antibacteriana dessas espécies frente ao contexto de

multirresisténcia em cepas de S. aureus.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar se extratos de espécies de Combretum possuem atividade antibacteriana e

moduladora frente ao Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar o fenotipo de resisténcia das cepas de S. aureus utilizadas;
e Comparar o potencial anti-S. aureus dos extratos de trés espécies de
Combretum;

e Investigar a interacdo quimica entre extrato e antibacterianos convencionais.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo e local da pesquisa

Trata-se de um estudo experimental e analitico, desenvolvido no Laboratério
de Genética de Microrganismos (LGM) e no Laboratério Multiusuério do Programa de
Pos-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular (PPGBCM), ambos situados no
Departamento de Biologia Molecular (DBM) - Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza (CCEN) - Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — Campus .

4.2 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas seis cepas de S. aureus (Quadro 1). As linhagens 1199B NOR,
RN 4220 e IS-58 sao cepas que expressam bombas de efluxo. As cepas 1199B NOR
e RN 4220 expressam as bombas NorA e MsrA, responsaveis pelo efluxo de
fluoroquinolonas e macrolideos, respectivamente (SMITH et al., 2007). A cepa 1S-58
apresenta fenétipo de resisténcia a tetraciclinas devido a expressdo da bomba TetK
(GIBBONS; UDO, 2000).
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As linhagens SA 4 e SA 5 (cddigos internos do laboratério) foram cedidas pela
Prof.2 Dr.2 Tatiane Santi Gadelha; as cepas resistentes (SA 1199B NOR, SA RN 4220
e SA IS-58), pelo Prof. Dr. José Pinto de Siqueira Junior, ambos vinculados ao DBM -
CCEN. A SA 6 (cddigo interno do laboratdrio) foi obtida comercialmente (Culti-Loops®,
Thermo Fisher), sendo ativada e armazenada para posterior utilizacdo nos

experimentos.

Quadro 1 — Cepas padrédo de S. aureus utilizadas nos experimentos.

Linhagem Cédigo
Staphylococcus aureus ATCC 27664 SA 4
Staphylococcus aureus ATCC 9124150 SAS
Staphylococcus aureus ATCC 25178 SAG6
Staphylococcus aureus 1199B NOR SA 1199B NOR
Staphylococcus aureus RN 4220 SA RN 4220
Staphylococcus aureus 1S-58 SA IS-58

Fonte: Préprio Autor, 2023.

4.3 Armazenamento e padronizac¢ao do indculo

As cepas foram armazenadas em microtubos contendo Caldo Brain-Heart
Infusion (BHI) e glicerol a 20%, sendo mantidas sob refrigeracdo a -20 °C. Os
microrganismos também foram estocados em agar Mueller-Hinton (MH) inclinado,
mantidos a 4 °C e renovados a cada oito semanas para manter a viabilidade
bacteriana dos estoques.

Para utilizacdo nos ensaios foi realizado o pré-inéculo das cepas de interesse
no dia anterior ao experimento. Com uma alca bacteriolégica, uma aliquota de
bactérias viaveis em agar MH é transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de
BHI. Os tubos foram identificados e incubados em estufa bacteriologica a 37 °C,
durante 18-24 horas. O pré-indculo foi padronizado a partir de uma densidade Optica
(DO) de 0,1 a 600 nm, equivalente a 108 unidades formadoras de coldnia por mL
(UFC/mL).
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4.4 Caracterizagcao dos extratos

Foram avaliados sete extratos vegetais (Quadro 2), cedidos pelo Prof. Dr.
Everton Leandro de Franca Ferreira e pela Prof.2 Dr.2 Mariana Helena Chaves, da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF) e Universidade Federal
do Piaui (UFPI), respectivamente. O material vegetal utilizado foram folhas de trés
espécies de Combretum, coletadas no estado do Piaui, Brasil, em janeiro de 2012 nos
municipios de Jatoba do Piaui (localizado na regido norte estado) e de Floriano
(localizado na regido sul do estado). Os extratos correspondem a fracGes etandlicas
ou aquosas das folhas de trés espécies de Combretum: C. duarteanum (mofumbo),
C. mellifluum (caatinga-branca) e C. leprosum (pente-de-macaco). Os simbolos Norte

(N) e Sul (S) representam variacdes geograficas de uma mesma espécie.

Quadro 2 — Caracterizagéo quimica e botanica dos extratos de Combretum spp.

Extrato Cdbdigo
C. duarteanum Cambess
Extrato etandlico (Norte) CDEN
Extrato etandlico (Sul) CDES
Extrato aquoso (Norte) CDAN
Extrato aquoso (Sul) CDAS

C. mellifluum Eichler

Extrato etanélico CME

C. leprosum Mart.

Extrato etandlico CLE

Extrato aquoso CLA

Fonte: Préprio Autor, 2023.

Além dos extratos citados, foram testadas trés fracbes do extrato etandlico
CDEN, sendo: CDEN-Hex (fracdo hexanica), CDEN-ACOEt (fracdo acetato de etila) e
CDEN-A(q (fragao aquosa). Para utilizacdo nos ensaios, os extratos e as fragdes foram
dissolvidos em 80% dimetilsulfoxido (DMSO) e 20% agua esterilizada, em estoques

de 10 mg/mL, e imediatamente utilizados nos ensaios.
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4.5 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA)

A fim de caracterizar o perfil de resisténcia das linhagens de S. aureus, ensaios
de TSA ou antibiograma foram realizados. Os discos de antibacterianos comerciais
testados foram: amicacina (AMI) 30 pg, gentamicina (GEN) 10 pg, neomicina (NEO)
30 pg, tobramicina (TOB) 10 ug, eritromicina (ERI) 15 ug, tetraciclina (TET) 30 ug,
minociclina (MIN) 30 pg, norfloxacino (NOR) 10 pg, ciprofloxacino (CIP) 5 ug,
penicilina G (PEN) 10 g, oxacilina (OXA) 1 ug e cloranfenicol (CLO) 30 ug.

O ensaio seguiu o método de disco-difusdo em agar (Kirby-Bauer), onde o
in6culo foi padronizado pela diluicdo do pré-inéculo em salina (NaCl 0,9%) na
proporcao de 1:10. Foram transferidos 300 pL desse indculo para placas de Petri com
agar MH, e espalhados com uma alca de vidro. As placas sdo deixadas semiabertas
em uma cabine de fluxo laminar horizontal por 5 minutos; ap6s a secagem, sado
adicionados os discos de antibiéticos com o auxilio de uma pinga, com uma distancia
minima de 30 mm entre os discos. Depois de prontas, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37 °C durante 24 horas. No dia seguinte, foi feita a medicao
dos halos com o auxilio de um paquimetro, e o perfil de suscetibilidade analisado pelos
critérios do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) e do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (BRCAST, 2021; CLSI, 2023).

4.6 Determinacdo de genes de resisténcia a aminoglicosideos

A fim de melhor caracterizar a resisténcia aos aminoglicosideos, foi realizada a
determinacao de genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES) nas
cepas de S. aureus por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Utilizou-se
oligonucleotideos especificos para a triagem dos genes aphA (aminoglicosideo-
fosfotransferase), aadD (aminoglicosideo-adeniltransferase) e  aacA-aphD
(aminoglicosideo-acetiltransferase) nas linhagens de S. aureus (OLIVEIRA JUNIOR,
2003).

Para extracdo do DNA bacteriano, utilizou-se o método de Singh, Kumari e
lyengar (2018) com adaptagbes. Uma aliquota da colonia da cepa de interesse foi
incubada em 5 mL de caldo BHI a 37 °C por 24 horas. No dia seguinte, o pré-in6culo
foi centrifugado a 14 000 g em dois ciclos de 2 minutos cada, o precipitado celular foi

armazenado a —20 °C. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 200 uL de
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Chelex ® 100 a 5%, incubado em banho-maria a 90 °C por 20 minutos e centrifugado
a 13 000 g por 2 minutos, para obtengdo do sobrenadante. Posteriormente, realizou-
se a precipitacdo de proteinas adicionando-se acetato de amoénio para uma
concentracéao final de 2,5 M. O microtubo contendo o sobrenadante foi incubado em
gelo por 5 minutos, seguido por 5 segundos de vortex e centrifugacdo a 13 000 g por
10 minutos, para obtenc&o de um novo sobrenadante. Depois, para a precipitagéo do
DNA adicionou-se acetato de sédio para uma concentracao final de 0,3 M e 200 pL
de etanol absoluto gelado, seguido de voértex por 5 segundos e incubacdo overnight a
— 20 °C. No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 15 000 g por 1 horaa 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e obteve-se o DNA precipitado. Posteriormente,
realizou-se duas lavagens com etanol gelado a 75% e uma lavagem final com
isopropanol absoluto gelado. Entre cada lavagem, os microtubos foram centrifugados
a 12 000 g por 10 minutos a 4 °C. Apés as lavagens, o sobrenadante foi descartado e
0sS microtubos foram deixados na cabine de fluxo laminar horizontal por 30 minutos
para evaporacao do solvente. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em
30 pL de Tris-EDTA (TE), vértex por 5 segundos e uma breve centrifugacéo, seguidos
por incubagédo a 55 °C por 10 minutos. O rendimento da extragéo foi quantificado
(Thermo Scientific™ NanoDrop Lite) em ng/uL, e as amostras armazenadas a — 20
°C.

Para deteccdo dos genes foi realizado o ensaio de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional. Os oligonucleotideos utilizados para deteccao dos
genes foram: aphA —amplicon com 269 pares de bases (pb) (W-For 5-GCC GAT GTG
GAT TGC GAA AA-3' e W-Rev 5-GCT TGA TCC CCA GTA AGT CA-3"); aadD —
amplicon com 174 pb (W-For 5-GCA AGG ACC GAC AAC ATT TC-3' e W-Rev 5'-
TGG CAC AGA TGG TCA TAA AG); aacA-aphD - amplicon com 222 pb (W-For 5'-
CCA AGA GCA ATA AGG GCA TA-3' e W-Rev 5’-CAC TAT CAT AAC CAC TAC CG-
3"). As reagdes contendo 25 pL continham 4 uL DNA bacteriano (200 ng); 1 uL de
cada primer (0,4 uM); 2 uL dNTPs (0,2 mM); 1 pL MgCl2 (2 mM); 2,5 uL tampao; 0,25
puL Taq DNA polimerase (1,25 U); 13,25 pL agua Milli-Q® autoclavada. As reacgdes
seguiram para os ciclos de amplificacdo (Marshall Cientific™ MJ Research PTC-200
Thermal Cycler), iniciando com um passo de desnaturacédo a 95 °C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 57 °C
por 45 segundos, extensao a 72 °C por 45 segundos e um passo final de extensao a

72 °C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
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em gel de agarose a 1,5%, corados com UniSafe Dye® e observados em

transiluminador.

4.7 Triagem da atividade dos extratos

Inicialmente, realizou-se uma triagem para determinar a presenca de atividade
antibacteriana dos extratos. O ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pocos, em
reacoes de 100 pL. O pré-inéculo foi diluido em caldo BHI na proporcédo de 1:100
(MTUNZI et al., 2017). As seguintes condicGes foram avaliadas: controle positivo do
crescimento, contendo o inodculo na presenca do solvente dos extratos (DMSO a 4%);
controle negativo, apenas o meio BHI sem in6culo e na presenca do DMSO a 4%;
controle positivo de inibicdo, utilizando tetraciclina a 125 pg/mL como agente
antibacteriano padréo; teste dos extratos, onde cada extrato foi avaliado
individualmente na concentracado de 500 pg/mL. A microplaca foi incubada a 37 °C
durante 24 horas e analisada no dia seguinte. A densidade Optica (DO) foi analisada
por espectrofotometria a 600 nm (Thermo Scientific Multiskan GO®), de modo a
determinar a presenca ou auséncia de crescimento pela variacdo da DO apés a
incubacdo. Em seguida, foi aplicado o método da resazurina, adicionando-se 20 pL
de resazurina a 0,01% em cada poc¢o e realizando a andlise apés uma hora de

incubacédo a 37 °C.

4.8 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida

Minima

Os extratos que apresentaram atividade anti-S. aureus na triagem
microbioldgica seguiram para os ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC —
Minimum Inhibitory Concentration) e Concentragdo Bactericida Minima (MBC —
Minimum Bactericidal Concentration), seguindo o meétodo de macrodiluicdo e
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015) com adaptacdes. Os ensaios de MIC foram feitos
em réplica e triplicata, onde no primeiro po¢co contendo o indculo foi adicionado o
extrato a 500 pg/mL em 200 pL de reacédo, de onde foi feita a diluicdo seriada por
pocos contendo 100 pL do inéculo, até a concentracdo de 31,25 pg/mL. Foram
adicionados os controles positivo, negativo e da tetraciclina, semelhante a triagem. A

microplaca foi incubada a 37 °C durante 24 horas, e no dia seguinte analisada por
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espectrofotometria a 600 nm e pela resazurina. Foi considerado MIC a concentracao
em que ndo houve crescimento bacteriano pelos métodos citados.

Para os testes de MBC, realizou-se subculturas das concentracdes do extrato
gue apresentarem inibicdo do crescimento. Transferiu-se uma aliquota de 100 pL para
uma placa de Petri contendo agar MH, semeada pela técnica de espalhamento; as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, seguida pela contagem de coldnias no
dia posterior. Foi considerada MBC a menor concentracdo com atividade bactericida,

ou seja, que nao apresentou crescimento de col6nias na subcultura.

4.9 Ensaios de modulacdo antibiotico-extrato

Os ensaios de modulacdo buscam avaliar se o0s antimicrobianos sao
potencializados na presenca de outros compostos, como 0s extratos vegetais. Para a
modulagéo, determinou-se o MIC dos antibiéticos individualmente (norfloxacino e
estreptomicina) e o MIC dos antibiéticos na presenca do extrato CDEN em
concentragéo sub-inibitoria (¥ do MIC). Os valores de MIC foram determinados por
espectrofotometria a 600 nm e pela resazurina.

Para uma analise mais aprofundada da interagdo entre a estreptomicina (A) e
a fracdo CDEN-ACOEt (B) foi realizado o método de Checkerboard. A Concentracéo
Inibitéria Fracionada (FIC - Fractional Inhibitory Concentration) das substancias foi
calculada dividindo-se o MIC das substancias combinadas pelo MIC da substancia
isolada. A soma da FIC (A) + FIC (B) correspondeu ao indice de FIC (FICI — FIC Index),
descrita pela equagéo a sequir:

> FICI =FIC (A) + FIC (B)
A interacdo entre as duas substancias foi classificada pelo valor da FICI:

sinergismo para FICI < 0,5; adigdo para FICI entre 0,5 e 1; indiferente para FICI entre
1 e 4 e antagonismo para valores de FICI > 4 (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil de resisténcia das linhagens de S. aureus

O método de disco-difusdo foi utilizado com o objetivo de tragar o perfil de
resisténcia das linhagens de S. aureus utilizadas (Tabela 1). Dentre os
aminoglicosideos testados (amicacina, gentamicina, neomicina e tobramicina), todas
as estirpes apresentaram resisténcia a amicacina e gentamicina; as cepas SA 6 e SA
1199B NOR foram sensiveis a neomicina e a tobramicina, enquanto as demais foram

resistentes a esses antibacterianos.

Tabela 1 — Fenotipo de resisténcia para cepas de S. aureus de acordo com os breakpoints do
BrCAST e CLSI* para o método de disco-difuséo.

Antibacterianos Cepas
SA 4 SA5 SA6 SA1199B SARN SA IS-
NOR** 4220** 58**

AMI R R R R R R
GEN R R R R R R
NEO* R R S S R R
TOB R R S S R R
ERI S R R S R R
TET S S S S R R
MIN S S S S S R
NOR S S S R R R
CIP I I I R R R
PEN R R R R R S
OXA* R R S S S S
CLO R R S S R R

S: suscetivel; I: intermediario; R: resistente; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; NEO: neomicina;
TOB: tobramicina; ERI: eritromicina; TET: tetraciclina; MIN: minociclina; NOR: norfloxacino; CIP:
ciprofloxacino; PEN: penicilina G; OXA: oxacilina; CLO: cloranfenicol; *: breakpoints do CLSI; **:
cepas que expressam bombas de efluxo (BEs). Os valores destacados em negrito indicam fenoétipo
resistente ao antibacteriano. Os dados representam a média de dois ou mais experimentos
independentes. Fonte: Proprio Autor, 2023.

A expressao dos genes de AMEs esta descrita no Quadro 3. As cepas SA 4,

SA 5, SA RN 4220 e SA 1S-58 expressaram o gene aacA-aphD e foram resistentes a
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todos os aminoglicosideos testados. Al-Sheeres, Al-Khateeb e Hashim (2019)
descrevem que cepas resistentes a gentamicina que expressam o gene aacA-aphD
sao clinicamente resistentes a todos os aminoglicosideos, convergindo com o0s

achados do presente estudo.

Quadro 3 — Presenca dos genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) nas

linhagens de S. aureus.

Cepas Genes
aphA aadD aacA-aphD
SA4 - - +
SAS5 - - +
SA 6 - - -
SA 1199B NOR + - -
SA RN 4220 + - +
SA 1S-58 + - +

+: presenca do gene determinada pelo ensaio de PCR. -:auséncia do gene. Os dados representam 0s
resultados de dois experimentos independentes. Fonte: Préprio Autor, 2023.

Devido a baixa sensibilidade, aminoglicosideos geralmente ndo séo utilizados
de forma isolada no tratamento de infec¢cdes por S. aureus. Embora a terapia
combinada entre aminoglicosideos e beta-lactamicos seja utilizada (HASHEMIZADEH
et al., 2022), o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia para ambas as classes
restringe o éxito do tratamento. Nesse sentido, a terapia combinada com outras
moléculas, como compostos fitoquimicos, pode aumentar o arsenal terapéutico dos
aminoglicosideos nos contextos de resisténcia (SUN et al., 2020).

As estirpes SA RN 4220 e SA IS-58 apresentaram resisténcia a eritromicina
(macrolideo) e a tetraciclina; a cepa SA IS-58 também foi resistente a minociclina
(classe da tetraciclina). Todas as cepas que expressam BEs foram resistentes ao
norfloxacino e ao ciprofloxacino, ambos da classe das fluoroquinolonas. O surgimento
de fendtipos resistentes a macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas configura uma
preocupacdao, visto que antibacterianos com um amplo espectro de acdo tém sua
eficacia terapéutica comprometida (MILLANAO et al., 2021).

A expressdo de BEs é um importante mecanismo de resisténcia associado a
sobrevivéncia bacteriana, responsavel pela extrusdo de agentes tOxicos como

antibioticos, biocidas e metais pesados. Sdo descritas diversas familias dessas
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proteinas, como a MFS (Major Facilitator Superfamily) e a ABC (ATP-Binding
Cassette), tendo como exemplos as bombas NorA e MsrA, respectivamente (JANG,
2016).

Na revisdo sistematica proposta por Hassanzadeh e colaboradores (2020) foi
avaliada a epidemiologia da expressao de BEs em isolados S. aureus; 77,7% (n = 28)
dos estudos selecionados foram realizados na Asia e América, onde o gene norA foi
0 mais reportado, representando a relevancia das BEs no aumento da AMR.

Outro estudo caracterizou a expressao de genes de bombas de efluxo em
cepas de HA-MRSA isoladas de hemoculturas. Dos isolados, 84,4% foram resistentes
ao ciprofloxacino; todos os isolados apresentaram 0s genes norA e norB, e 95% o
gene norC. Tal achado elucida a prevaléncia da bomba NorA como mecanismo de
resisténcia em isolados nosocomiais (BOSTANMANESHRAD et al., 2020).

5.2 Triagem da atividade dos extratos

A atividade dos extratos foliares de Combretum spp. (Quadro 2) foi avaliada
pelo revelador resazurina e por espectrofotometria. A resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido) é um indicador de viabilidade celular, uma vez que é
reduzida a resorufina na presenca de células viaveis (Figura 2). A coloragdo azul é
prépria da resazurina, transformando-se em rosa fluorescente quando reduzida a
resorufina, indicando a viabilidade do cultivo (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Assim como o iodonitrotetrazdlio (INT), a resazurina é um indicador
colorimétrico amplamente utilizado na triagem e determinacédo do MIC de compostos
fitoquimicos. Além da reprodutibilidade, é relatado que o método da resazurina pode
fornecer dados de concentracao letal minima dos compostos, caso as culturas sejam
incubadas por um tempo superior a 24 horas (ELOFF, 2019).

Os extratos etandlico e aquoso de C. leprosum (CLE e CLA) ndo apresentaram
atividade antibacteriana a 0,5 mg/mL frente as cepas de S. aureus. Os extratos de C.
duarteanum (CDEN, CDES, CDAN e CDAS) e C. mellifluum (CME) apresentaram
atividade anti-S. aureus na concentracéo testada. A fragdo CDEN-Hex ndo apresentou
atividade, enquanto as fragbes CDEN-AcCOEt e CDEN-A(q inibiram o crescimento in
vitro do S. aureus, indicando que a molécula (ou as moléculas) com potencial

antimicrobiano no CDEN apresenta caracteristicas mais polares.
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Figura 2 — Determinacdo do MIC das fragdes CDEN-AcOEt e CDEN-Aq pelo método colorimétrico da

resazurina.

Anotacdes na microplaca: 500 a 15,7: concentracdes testadas (ug/mL); +: controle positivo do in6culo
bacteriano na presenca do solvente (DMSO a 4%); -: controle negativo do crescimento; SA 4: S.
aureus ATCC 27664; SA 5: S. aureus ATCC 9124150; SA 1S-58: S. aureus 1S-58 (bomba de efluxo
para tetraciclinas); AcOEt: fracio acetato de etila do extrato CDEN; Aqg: fracdo aquosa do extrato
CDEN; *: MIC determinado pelo indicador de viabilidade celular. Fonte: Préprio Autor, 2023.

Neste sentido, um estudo de filogenia molecular avaliou familias de plantas e
seus potenciais de aplicagdo como fonte de novos agentes antibacterianos.
Corroborando os dados da triagem, onde duas das espécies apresentam potencial
antibacteriano em baixas concentracdes de extrato, foi revelado que 42% dos géneros
da familia Combretaceae sdo potenciais fornecedores de fitoquimicos com atividade
antibacteriana, superando as familias Cupressaceae (14%), Lauraceae (11%),
Zingiberaceae (10%), Meliaceae (10%), Myrtaceae (6%), Lamiaceae (5%) e Fabaceae
(1%) (PRASAD; ZOLNIK; MOLINA, 2019).

O uso de plantas do género Combretum na medicina tradicional é relatado na
literatura. Tais plantas sdo amplamente utilizadas em regifes tropicais e possuem
uma variedade de aplicacbes fitoterapicas, tais como em acidentes com animais
peconhentos, infeccdes de feridas e Ulceras, doencas parasitarias, fangicas e

bacterianas. O conhecimento etnofarmacoldgico de plantas do género é somado aos
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estudos de suscetibilidade microbiana in vitro, como o presente estudo, que reforca o

potencial do género na descoberta de novos antibiéticos (SILEN et al., 2023).

5.3 MIC e MBC dos extratos

Os extratos de C. leprosum (CLE e CLA) e a fracdo CDEN-Hex apresentaram
MIC superior a 0,5 mg/mL, a maior concentracdo testada, como descrito na triagem.
Para os extratos de C. duarteanum e C. mellifluum e para as demais fracdes de CDEN
foram obtidos valores de MIC de 0,062 a 0,5 mg/mL (Tabela 2) em todas as cepas de
S. aureus testadas, incluindo as linhagens portadoras de BEs. Foi encontrado que
para o fracionamento do CDEN, a fracdo aquosa obteve menor poténcia quando
comparado ao extrato etandlico bruto e a fracdo acetato de etila, indicando que o
fracionamento precisa ser otimizado para concentrar as moléculas de interesse.

Para o ensaio de MBC foram utilizados extratos na concentracdo de 1 ou 2
mg/mL, quando as concentracdes do MIC (500 a 15,7 pg/mL) ndo apresentaram acao
bactericida. Observamos que o controle positivo de algumas linhagens nao crescia
nos ensaios a concentragdo de 1 mg/mL (DMSO a 8%), indicando que a concentracao
do solvente estava afetando o crescimento. Estudos relatam a toxicidade do DMSO
em altas concentracdes em bioensaios (FLORAO et al., 2007). A fracdo CDEN-AcOEt
foi testada em 80% DMSO por apresentar MBC inferior a 1 mg/mL. Para adaptar o
ensaio, realizamos novas diluicdes dos extratos CDAN, CDAS e CME em 50% DMSO,
viabilizando o crescimento das cepas sensiveis e a avaliacao do potencial bactericida
dos compostos (Tabela 3).

A fracdo CDEN-AcOEt apresentou MBC igual ou inferior a 0,5 mg/mL para as
linhagens SA 6, SA 1199B NOR, SA RN 4220 e SA IS-58. Os extratos aquosos de C.
duarteanum (CDAN e CDAS) apresentaram MBC igual a 2 mg/mL para SA 6 e SARN
4220, e igual a 1 para SA 1S-58. O extrato CME apresentou MBC apenas para a SA
IS-58 (Tabela 3).
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Tabela 2 — Valores de MIC (mg/mL) dos extratos e fracdes de Combretum spp. frente a linhagens de

S. aureus.

Cepas Extratos

CDEN CDEN- CDEN- CDEN- CDES CDAN CDAS CME CLE CLA
Hex AcOEt Aq

SA4 0,125 >0,5 0,125 0,5 0,125 0,5 0,25 0,5 >0,5 >0,5

SAS 0,125 >0,5 0,125 0,5 0,125 0,5 0,25 0,5 >0,5 >0,5

SA 6 0,125 >0,5 0,125 0,5 0,125 0,5 0,25 0,5 >0,5 >0,5

SA1199B 0,125 >0,5 0,125 0,25 0,062 0,5 0,25 0,5 >0,5 >0,5
NOR

SA RN 0,125 >0,5 0,125 0,25 0,125 0,5 0,25 0,25 >0,5 >0,5
4220
SAIS-58 0,062 >0,5 0,062 0,25 0,062 0,5 0,25 0,25 >0,5 >0,5

Dados obtidos a partir de triplicatas independentes. Fonte: Proprio Autor, 2023.

Tabela 3 — Valores de MBC (mg/mL) e ratio MBC/MIC dos extratos de C. duarteanum e C.

mellifluum.
Cepas Extratos
CDEN-ACOEt CDEN-Aq CDAN* CDAS* CME*
MBC Ratio MBC Ratio MBC Ratio MBC Ratio MBC Ratio
SA 6 0,5 4 2 4 2 4 2 8 - -
SA NOR 0,5 4 >1 >4 - - - - - -
SA RN 0,5 4 >1 >4 2 4 2 8 - -
SAIS-58 0,25 4 >1 >4 1 2 1 4 1 4

-2 MBC néo encontrada nas concentracdes testadas; *: extratos dissolvidos em 50% DMSO. Os
valores de MBC em negrito representam atividade bactericida (ratio < 4) do extrato ou fragao frente a
cepa testada. Os dados representam os resultados de triplicatas independentes. Fonte: Préprio Autor,

2023.
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Para as cepas SA 4 e SA 5, o valor de MBC foi maior do que as concentracoes
avaliadas. Segundo Uc-Cachon et al. (2021), a atividade de um extrato é classificada
como bactericida ou bacteriostética a partir do ratio MBC/MIC. A fracdo CDEN-ACOEt
foi bactericida (ratio < 4) frente as cepas SA 6 e SA 1199B NOR (Figura 3), SA RN
4220 e SA 1S-58; o extrato CDAN foi bactericida contra a SA 6, SA RN 4220 e SA IS-
58, enquanto os extratos CDAS e CME apresentaram a mesma atividade apenas
contra a SA 1S-58. Interessante observar que a cepa SA IS-58 apresentou maior
suscetibilidade a acdo bactericida dos extratos avaliados (Tabela 3). Os demais
extratos possuiram atividade bacteriostatica (ratio > 4) frente as linhagens testadas,

reforcando a atividade antibacteriana do género Combretum (SILEN et al., 2023).

Figura 3 — Atividade bactericida da fracdo CDEN-ACOEt frente as cepas SA 6 e SA 1199B NOR.

Subcultura da cepa SA 6 na presenca da fragdo AcOEt a 0,5 mg/mL; B: subcultura da cepa SA 1199B
NOR na presenca da fragdo CDEN-AcOEt a 0,5 mg/mL; C: controles positivo para SA 6, positivo para
SA 1199B NOR e controle negativo (sem inoculo bacteriano). A auséncia de colénias em Ae B
indicam que a fragcao apresentou atividade bactericida. Fonte: Préprio Autor, 2023.

Um estudo avaliou extratos metandlicos das folhas de 26 espécies de
Combretum (espécies do presente trabalho ndo inclusas nesse estudo), com valores
de MIC indo de 0,09 a 3 mg/mL para S. aureus; os valores de MIC mais baixos
corresponderam aos extratos de Combretum imberbe (0,09 mg/mL) e Combretum
elaegnoides (0,15 mg/mL). A filogenia molecular defende a similaridade fitoquimica
entre espécies de um mesmo género, reiterando que a atividade antibacteriana é
encontrada em diversas espécies do género Combretum (ANOKWURU et al., 2021).

Mtunzi e colaboradores (2017) encontraram que 0s extratos aquoso, aceténico
e diclorometandlico das folhas de Combretum erythrophyllum (Burch.) apresentaram
atividade anti-S. aureus, com MIC iguais a 0,16, 0,32 e 0,32 mg/mL, respectivamente.



32

Analogamente ao presente estudo, foi reportado que as fragbes com melhor atividade
foram a aquosa e acetato de etila, explicada pela presenca de uma maior
concentracdo de moléculas solUveis nestes solventes como compostos fendlicos,
responsaveis pela acdo antibacteriana.

Nos trabalhos de prospeccéo fitoquimica, valores de MIC sdo importantes para
compreender o potencial de extratos vegetais. Baixos valores de MIC séo indicadores
da presenca de compostos antibacterianos promissores. A classificacado utilizada por
Laskoski e colaboradores (2022) considerou atividade muito fraca para valores acima
de 100 mg/mL, fraca entre 50 e 100 mg/mL, moderada entre 12,5 e 50 mg/mL e alta
para MIC de extratos abaixo de 12,5 mg/mL.

De modo similar, Nguedia e Shey (2014) descrevem extratos vegetais com MIC
abaixo de 10 mg/mL como promissores. Um estudo recente aponta a aceitabilidade
de valores de MIC abaixo de 8 mg/mL, e maior relevancia etnofarmacoldgica para os
valores inferiores a 1 mg/mL (OKWU et al., 2019) Os valores de MIC encontrados no
presente trabalho apontam espécies nativas de Combretum como fontes potenciais
de novas moléculas antiestafilococicas.

A triagem inicial da atividade antibacteriana de extratos vegetais € de suma
importancia na caracterizacao e isolamento de compostos a posteriori. A sobreposicao
fitofarmacoldgica é descrita na literatura, onde os mesmos metabdlitos secundarios
podem ser isolados dentro de um mesmo género ou de uma familia. Até o momento
foram isoladas 261 moléculas de espécies do género Combretum, sendo a maioria da
classe dos terpenoides e dos compostos fendlicos (SILEN et al., 2023).

Alsheik et al. (2020) observaram que monoterpenos, terpenos e sesquiterpenos
alteraram a permeabilidade de membrana plasmatica e inibiram o crescimento
bacteriano in vitro. Assim como os terpenoides, os compostos fendlicos constituem
uma ampla classe de moléculas encontradas em espécies de Combretum, incluindo
acidos fendlicos, estilbenos, fenantrenos e flavonoides. A presenca de flavonoides
esta relacionada com a inibicdo da expresséo de genes de quorum-sensing, um dos
principais mecanismos de acdo antibacteriana dentro da familia Combretaceae
(PRASAD; ZOLNIK; MOLINA, 2019).

Katerere, Serage e Eloff (2018) avaliaram o potencial de extratos vegetais e
de flavonoides isolados a partir das folhas de Combretum apiculatum subsp.
apiculatum. Os extratos acetato de etila aquoso apresentaram MIC de 0,2 e 0,13
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mg/mL, respectivamente, para o S. aureus; os flavonoides flavokavaina-A, alpinetina
e pinocembrina apresentaram MICs de 0,04, 0,04 e 0,08 mg/mL, respectivamente.

Um estudo de quimiodiversidade caracterizou o teor de flavonoides totais de
extratos de C. duarteanum (Cdua) Cambess de Cerrados Setentrionais (S) e
Meridionais (M). Os extratos etandlicos de Cdua-S e Cdua-M apresentaram teores de
flavonoides (em miligramas de equivalente de rutina por grama de extrato) iguais a
164,84 + 4,21 e 254,14 + 4,14, respectivamente (FARIAS et al., 2020). O alto teor
dessas moléculas em extratos da espécie sugere a acdo destas em células
bacterianas. E relatado que esses compostos formam complexos com a parede
celular e proteinas sollveis e extracelulares, inibindo fatores de viruléncia bacterianos
e elucidando a atividade anti-S. aureus (OKWU et al., 2019).

O estudo fitoquimico de C. duarteanum coletados no municipio de Serra Branca
- PB identificou 12 moléculas, dentre elas o acido corosoico (triterpeno), os acido
asiatico-acido arjundlico (triterpenos) e a hiperina, bem como as fases hexanica,
cloroférmica, acetato de etila, o extrato metandlico, foram avaliadas em duas cepas
ATCC de S. aureus, porém, ndo foi detectada atividade antibacteriana nas condi¢cdes
do estudo (CABRAL, 2013).

Recentemente, Cruz (2021) relatou a constituicdo fitoquimica de C. duarteanum
(amostras do norte do estado de Minas Gerais) da fracdo metandlica e hexanica do
extrato bruto etandlico. Cinco sesquiterpenoides foram identificados na fracéo
hexanica (além de outras 15 moléculas sem relato bioativo) e trés flavonoides na
fracdo metandlica (Quadro 4). Ainda, a fracdo butandlica apresentou maior
concentracdes de flavonoides, entre 10 e 15 mg de EQ/g, e a fracdo butandlica e
metandlica os maiores teores de fendis, entre 60 e 70 mg EAG/g. A fracdo hexanica
apresentou o menor teor de flavondides e fendis, e consequentemente, o menor efeito
antioxidante. Por outro lado, essa fracdo e o extrato etandlico bruto apresentaram os
maiores efeitos citotoxicos em ceélulas tumorais. Neste trabalho, a fracdo hexanica de
C. duarteanum nédo apresentou atividade significativa anti-S. aureus (MIC > 0,5

mg/mL).



Quadro 4 - Constitui¢do fitoquimica de C. duarteanum segundo Cruz (2021).
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Composto

Atividade anti-S. aureus

Referéncia

Sesquiterpenoides

Nerolidol 55% de inibigdo a 10 mg/mL LIMA, I. etal., 2023
Espatulenol Halo médio =12,7 + 0,0 mm ELAISSI et al., 2012
(OE de Eucalyptus lehmanii)*
Viridiflorol Halo médio = 55 £ 0,22 mm EL KARKOURI et al., 2021
(OE de Cistus ladanifer L.)*
Ledol InibicAo moderada (halo médio | KORPINEN et al., 2021
entre 15 e 21 mm; OE
Angelica archangelica L.)*
Oxido de MIC = 256 pg/mL (OE de OLIVEIRA et al., 2023
cariofileno Croton conduplicatus)*;
Sinérgico com oxacilina (FICI
= 0,312) e ampicilina (FICI =
0,187)
Flavonoides
Miricetina Halo médio = 15,75 + 0,42 mm | MARQUARDT et al., 2020
(extrato etanolico de
Combretum collinum L.)*
Taxifolinas ND Ll et al., 2022

*: Atividade anti-S. aureus do extrato ou 6leo essencial (OE), do qual foram identificadas as
moléculas associadas. ND: ndo descrito. Fonte: Préprio Autor, 2023.
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5.4 Modulagéo antibiotico-extrato

Ensaios de modulacdo visam avaliar o potencial modulador de compostos
vegetais quando combinados a antibiéticos, tendo em vista a descricdo de efeitos
sinérgicos em terapias antibacterianas combinadas (ALSHEIK et al., 2020). A
presenca do extrato CDEN em concentracdo sub-inibitoria (%2 do MIC) reduziu o MIC
do norfloxacino de duas a quatro vezes (Grafico 1). Para a estreptomicina, a reducao
foi de 8 a 32 vezes frente as cepas de S. aureus testadas (Grafico 2). O ensaio de
checkerboard demonstrou que a combinacdo EST + CDEN-AcCOEt caracteriza-se
como sinérgica (FICI = 0,0398) frente ao S. aureus ATCC 912415 (SA 5) (Tabela 4).

O fator de modulacéo (FM) é um parametro definido pela razao entre o MIC do
antibacteriano isolado e o MIC em combinacédo com compostos fitoquimicos. Quanto
maior o FM, maior o potencial modulador daquele composto quando combinado ao
antimicrobiano (CHUKWUJEKWU; STADEN, 2016). O extrato etandlico de C.
duarteanum apresentou FM de 8 a 32 quando combinado com a estreptomicina,

sugerindo que esta combinacao apresenta um efeito sinérgico contra o S. aureus.

Gréfico 1 — Valores de MIC (mg/mL) e atividade moduladora do extrato CDEN combinado com ao

norfloxacino.

0.3
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oo
£ 0.15
O
= 0.1
0.05
0
SA 4 SA5 SA6 SA 1199B SA RN SA IS-58
NOR 4220
NOR 0.128 0.008 0.004 0.256 0.256 0.128
B CDEN 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.062
B NOR + CDEN 0.064 0.004 0.001 0.128 0.128 0.064

NOR: norfloxacino; CDEN: extrato etandélico de C. duarteanum Cambess (Norte); NOR + CDEN:
norfloxacino em combinagdo com o extrato na concentracdo de ¥ do MIC. Fonte: Préprio Autor,
2023.
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Gréfico 2 — Valores de MIC (mg/mL) e atividade moduladora do extrato CDEN combinado com a

estreptomicina.
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SA 4 SAS SA6 SA1199B  SARN4220  SAIS-58
NOR
EST 0.128 0.128 0.128 0.080 5.120 5.120
m CDEN 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.062
mEST+CDEN  0.008 0.016 0.008 0.005 0.320 0.160

EST: estreptomicina; CDEN: extrato etandlico de C. duarteanum Cambess (Norte); EST + CDEN:
estreptomicina em combinacdo com o extrato na concentracéo de ¥2 do MIC. Fonte: Proprio Autor,
2023.

Tabela 4 - Classificagdo da interagéo entre a estreptomicina e a fragdo CDEN-AcOEt pelo método de
Checkerboard frente ao S. aureus ATCC 912415.

Composto MIC FIC FICI Classificagcéo
(mg/mL)
EST 0,128
EST combinado 0,001 0,0078
(MIC/128)
0,0398 Sinergismo
CDEN-ACOEt 0,125
CDEN-ACOEt 0,004 0,0320
combinado (MIC/32)

EST: estreptomicina; CDEN-AcOEt: fracdo acetato de etila do extrato etandlico de C. duarteanum
Cambess (Norte); FIC: Fractional Inhibitory Concetration; FICI: Fractional Inhibitory Concetration
Index. Fonte: Préoprio Autor, 2023.
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O FICI é outro parametro que classifica a interagdo entre duas substancias em
antagonismo, indiferente, adicdo e sinergismo (FICI < 0,5) (BALOIRI; SADIKI,
IBNSOUDA, 2016). O sinergismo de compostos naturais combinado a estreptomicina
foi descrito para componentes de 6leos essenciais. O cinamaldeido (fenilpropandide)
apresentou efeito sinérgico com a estreptomicina contra Listeria monocytogenes (FICI
=0,312) e Salmonella enterica Typhimurium (FICI = 0,375), ilustrando que compostos
fitoquimicos potencializam a ac¢édo desse antibacteriano (LIU, Q. et al., 2015), similar
ao encontrado no trabalho.

Ainda, Araujo e colaboradores (2014) reportaram que o extrato etandlico de
Rosmarinus officinalis (alecrim) apresentou efeito sinérgico com a estreptomicina
(FICI < 0,5) contra as espécies Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans,
demonstrando que o extrato vegetal potencializou a acdo da estreptomicina frente a
tais espécies de gram-positivos.

Outro estudo avaliou o potencial antibacteriano e modulador de compostos
isolados de Morus alba (Myrtaceae). O MIC da estreptomicina foi reduzido de 32 para
8 pg/mL (FM = 4) na presenca do morusinol frente a cepa de S. aureus ATCC 25923;
a combinacdo dos compostos foi sinérgica (FICI = 0,38). Foi observado que a cepa
passou de resistente para suscetivel (MIC < 8 ug/mL) segundo o breakpoint do CLSI
para a estreptomicina (ZUO et al., 2018). Tal achado converge com os resultados do
presente estudo, onde as linhagens SA 4, SA 6 e SA 1199B NOR passaram a
apresentar suscetibilidade a estreptomicina quando combinada com o extrato CDEN.

Diferente dos estudos de atividade antimicrobiana, o potencial modulador do
género Combretum € pouco descrito na literatura, especialmente para a
estreptomicina e norfloxacino. No entanto, os extratos de Combretum krausii
potencializaram a acao da penicilina para o S. aureus, sendo os melhores resultados
com as fracbes a aquosa (FICI = 0,04) e acetato de etila (FICI = 0,05)
(CHUKWUJEKWU; STADEN, 2016). Extratos das folhas de Combretum molle
apresentaram efeito modulador com estreptomicina, amicacina e cloranfenicol frente
a gram-negativos multirresistentes (FANKAM; KUIATE; KUETE, 2015).

O aumento da resisténcia implica no aumento dos valores de MIC, por vezes
inviabilizando o uso terapéutico de alguns antibacterianos. E descrito na literatura a
toxicidade dos aminoglicosideos em altas doses, com potencial ototoxicidade e
nefrotoxicidade (MCDERMOTT et al.,, 2021). Estudos reforcam que compostos

fitoquimicos podem ser sinérgicos e potencializar a acao de farmacos antibacterianos,
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requerendo uma menor concentracdo para inibir o crescimento microbiano in vitro.
Mais estudos comparativos de toxicidade sdo necessdarios para embasar 0 uso
terapéutico de tais combinac¢des farmacoldgicas (SUN et al., 2020).

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que espécies de Combretum possuem um
relevante potencial farmacol6gico contra o patégeno Staphylococcus aureus. O perfil
de suscetibilidade e a presenca de determinados genes demonstrou a presenca de
mecanismos de resisténcia nas cepas, que restringem o uso de uma ou mais classes
de antibacterianos. Os extratos de Combretum apresentaram diferencas na atividade
anti-S. aureus, relacionados a espécie e suas variacbes geograficas, método de
extracao e cepas testadas. Apesar das diferencas, foi possivel concluir que extratos
das espécies C. duarteanum e C. mellifluum apresentaram atividade antibacteriana
promissora (MICs < 1 mg/mL), incluindo frente aos S. aureus que expressam bombas
de efluxo. Além disso, o extrato etandlico de C. duarteanum apresentou significativa
acdo sinérgica com a estreptomicina, despontando o potencial uso de fitoquimicos do
género em terapias combinadas. Sao necessarios mais estudos in vitro e in vivo que
reforcem o potencial etnofarmacolégico de espécies nativas de Combretum,
apontando tais organismos como fonte promissora de novos compostos anti-S.

aureus.
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