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RESUMO

A pesquisa sistematica para a obtengdo de novas substancias com finalidade terapéutica pode
ser executada por meio de varios processos dentre eles a sintese de novas moléculas e modificacdo
molecular de substancias naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana do
extrato etandlico bruto (EEB), a fase cloroférmica (CHCIs) e a fase acetato de etila (ACOEt) de Piper
montelegreanumYuncker, determinar a concentragdo inibitéria minima — CIM dos produtos ativos e a
interacdo dos produtos testados com 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina 10mcg (AMP),
gentamicina 10mcg (GEN), ciprofloxacino 5mcg (CIP), cloranfenicol 30mcg (CLO), sulfametoxazol
25mcg (SUT), tetraciclina 30mcg (TET) e eritromicina 5 mcg (ERI). A avaliagdo da atividade
antibacteriana e as interagGes foram realizadas pelo método de disco difusdo. Para a interacdo foram
adicionados 20uL da solucdo de cada produto ao disco do antimicrobiano, os solventes utilizados no
preparo dos produtos também foram testados durante a avaliacdo da atividade antimicrobiana bem como
nas interacbes. Foram testadas duas cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC):
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Foi possivel verificar que
tanto o extrato etandlico bruto (EEB) como as fases cloroférmica (CHCIs) e acetato de etila (ACOEt)
ndo apresentaram atividade frente as cepas ensaiadas, fato evidenciado pela auséncia de halos de
inibicdo de crescimento, ap6s incubacdo a 37 °C por 24 horas, impossibilitando portanto, a
determinagdo da CIM. Em relacdo as interacdes realizadas com os antimicrobianos, observou-se, in
vitro, modificacdo do comportamento da droga evidenciando possivel antagonismo frente a
P.aeruginosa, enquanto que frente a E. coli verificou-se possivel sinergismo na maioria das interacdes.
Através dos resultados obtidos pode-se concluir que os produtos de P. montealegreanum testados
isoladamente ndo apresentaram atividade antibacteriana frente as cepas ensaiadas. No entanto, foram
capazes modificar o efeito dos antimicrobianos quando testados associados a estes. Os resultados destas
interacBes devem ser melhor investigadas, em estudos futuros, visando a identificacdo e a determinacgéo
da concentracdo das substancias ativas, em cada parte da planta, podendo assim evidenciar quais
substancias sdo capazes de promover efeitos interativos com os antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae. Interacdo. Antimicrobianos. Pseudomonas aeruginosa. Escherichia
coli.
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INTRODUCAO

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com finalidade
terapéutica pode ser executada por meio de varios processos dentre eles a sintese de novas
moléculas e modificagdo molecular de substancias naturais.

O tratamento de doencas infecciosas vem se tornando um problema que cresce
significativamente, tendo em vista a disseminacdo da resisténcia bacteriana, causando
incertezas quando se trata de bactérias resistentes a multiplos antibidticos, surgindo a
necessidade de se buscar novos compostos com atividade antimicrobiana que possam servir
como alternativa terapéutica no combate a esses micro-organismos. De acordo com Gongalves
et al. (2011), é importante para encontrar formas de inibir ou combater esses patdgenos, que
constantemente apresentam resisténcia a antibidticos usuais. De modo que 0 uso de medicagédo
combinada ou associada € frequente, no entanto, asinteracdes medicamentosas podem causar
diferentes.

A interacdo medicamentosa caracteriza-se como um evento onde os efeitos de um
farmaco podem ser alterados pela presenca de outro farmaco, alimento ou substancias diversas,
dentre elas as plantas medicinais (KAWANO et al., 2006).

As interacdes podem causar modificaces na farmacocinética e/ou farmacodinamica
dos farmacos e podem ser classificadas em farmacocinéticas, farmacodindmicas, farmacéuticas
ou de efeito. De modo que devido ao seu alto poder de interacdo, nenhum fitoterapico ou
produto natural deve ser administrado concomitantemente com outros medicamentos sem
orientacdo meédica/farmacéutica (CORDEIRO et al., 2005)1, 20).

Dentre as atividades farmacologicas e bioldgicas atribuidas ao género Piper destacam-
se as especies de Piper regnellii com atividade antileishmania e antimicrobiana frente a
bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras (PESSINI et al., 2003; NAKAMURA et
al., 2006), Piper arboreum e Piper tuberculatum com atividade tripanocida (REGASINI,
2009), Piper aduncum com atividade sobre o crescimento e metabolismo dos Streptococcus
mutans e Streptococcus sanguis (MAGALHAES, 2010), Piper hostmannianum com a potente
atividade antiplasmodial de seus flavondides (PORTET et al.,, 2007), alem da Piper
hispidinervum com atividade inseticida de frente a lagarta Spodoptera frugiperda (LIMA et al.,
2009).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana do extrato etandélico
bruto (EEB), a fase cloroformica (CHCI3) e a fase acetato de etila (ACOEt) de Piper

montelegreanum Yuncker frente a cepas ATCC de bactérias Gram negativas, determinar a
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concentracdo inibitoria minima — CIM dos produtos ativos e verificar a interacdo dos produtos

testados com alguns antimicrobianos e esclarecer os mecanismos dessas interacdes.

METODOLOGIA

Material vegetal

As folhas de Piper montealegreanum Yuncker foram coletadas no campus de
pesquisas do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA e identificadas pela professora Dra.
Elsie Guimardes do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio de Janeiro e
uma exsicata foi depositada no herbario do Museu Emilio Goeldi, localizado em Belém-PA,
sob n° MSP-010. Foram preparados a partir das folhas de P. montealegreanum, o extrato
etandlico bruto (EEB) e fracBes particionadas a partir do deste, que foram as fracOes
cloroférmica (CHCIs) e acetato de etila (ACOEt), que foram rotaevaporadas para recuperacao
do solvente e utilizadas nos testes de determinacdo de atividade antibacteriana.

A concentracdo utilizada de cada produto foi igual ao rendimento total obtido do EEB
e das fracdes, que foi de 348 mg.mL™ para o EEB, 95 mg.mL™ para a CHCl; e 411 mg.mL™
para ACOEt.

Determinagdo da atividade antibacteriana, concentracdo inibitéria minima (CIM) e

interacfes com antimicrobianos

Para este estudo foram utilizadas cepas Gram negativas provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC (25922) e Pseudomonas
aeruginosa ATCC (27853) recomendadas para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
(CLSI, 2010). Apds o enriquecimento em Caldo BHI, uma aliquota de cada crescimento foi
semeada através da técnica de esgotamento por estrias em Agar Muller Hinton incubando a
37°C por 24h. Apds esse periodo de incubacdo, algumas col6nias foram diluidas em solucao
salina estéril 0,85% ate atingirem a turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
valor equivalente a 1,5x10°UFC/mL originando uma suspensdo bacteriana padrdo (CLSI,
2010).

Inicialmente foi realizada uma triagem da atividade antibacteriana do EEB e suas fases
frente as cepas escolhidas para o estudo. O semeio, na superficie do meio de cultura (Agar
Mueller-Hinton) foi realizado utilizando-se swabs estéreis, que foram mergulhados na
suspensdo bacteriana previamente padronizada. Em seguida foram adicionados discos de
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papel de filtro estéreis (CEFAR®) de 6 mm de diametro, previamente impregnados com 20 pL
de cada produto a ser testado, sendo distribuidos uniformemente sobre a superficie do agar
(CLSI, 2010), garantindo que haja espago para formacao de possiveis halos de inibicao.

Para determinagdo da concentragdo inibitoria minima foram utilizados os produtos nas
concentracfes de 100, 50, 25 e 12,5 %, tomando-se como base a concentracao inicial dos
produtos preparados para andlise.

Como controles negativos foram testados todos os solventes utilizados na preparacao
dos extratos e fases, utilizando-se a mesma metodologia empregada para os produtos em
avaliacdo. Apo6s o semeio e distribuicdo dos discos, as placas foram incubadas a 37°C/24 h,
para a formacdo de halos de inibicdo de crescimento, os quais foram medidos com auxilio de
um halémetro (BAUER; KIRBY; TURCK, 1966; CLSI, 2010), considerando-se como ativo 0
produto que apresentou halo com didmetro igual ou superior a 8 mm (Parekh, Chanda, 2007;
Catdo et al., 2007).

Para verificar se 0 EEB e as fragcbes CHCIl; e ACOEt eram capazes de provocar
alguma interagdo com antimicrobianos foram realizados antibiogramas por disco-difusdo em
meio solido de acordo com as recomendagdes do CLSI (2010).

Foram realizados simultaneamente trés antibiogramas para cada cepa ensaiada. No
primeiro foram adicionados 20 pL das soluces do EEB (348 mg.mL™) a fracdo CHCI; (95
mg.mL™?) e a fracdo ACOEt (411 mg.mL™) nos discos dos antimicrobianos. No segundo
antibiograma foram adicionados 20puL de cada diluente utilizado no preparo das solucdes que
foram &lcool absoluto, cloroférmio e acetato de etila e por fim, o terceiro antibiograma, foi
realizado de forma convencional (CLSI, 2010), ou seja, os antimicrobianos foram testados
isoladamente. Este Gltimo antibiograma qual foi utilizado para avaliar comparativamente se a
adicdo dos produtos acarretaria alguma alteracdo no didmetro dos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano.

Os antimicrobianos utilizados foram: Ampicilina 10 mcg (AMP), gentamicina 10mcg
(GEN), ciprofloxacino 5 mcg (CIP), cloranfenicol 30 mcg (CLO), sulfametoxazol 25 mcg
(SUT) e tetraciclina 30 mcg (TET) para E. coli e gentamicina 10mcg (GEN), ciprofloxacino 5
mcg (CIP) para P. aeruginosa.

Considerou-se efeito interativo sinérgico, quando o didmetro do halo de inibicdo
formado pela combinacdo do produto teste e o antimicrobiano, apresentou aumento > 2mm
qguando comparado com o halo de inibicdo formado pela acdo do antibidtico testado

isoladamente. Quando da formacdo de halo de inibicdo decorrente da acdo combinada
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apresentou diametro inferior aquele desenvolvido pela acéo isolada do antibidtico considerou-
se efeito antagonico (OLIVEIRA et al., 2006).

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel verificar que tanto o extrato etandlico bruto (EEB) bem como as fases
cloroférmica (CHCI3) e acetato de etila (ACOEt) mostraram-se inativos frente as cepas
ensaiadas evidenciado pela auséncia de halos de inibicdo de crescimento bacteriano apos
incubacéo a 37 °C por 24 horas, o0 que impossibilitou a determinacao da CIM dos produtos uma
vez que 0s mesmos ndo se demonstraram ativos. O fato desses produtos ndo terem apresentado
atividade antimicrobiana por disco-difusdo diante dos micro-organismos testados néo
determina, categoricamente, a sua inatividade, visto que os testes de atividade antimicrobiana
devem ser realizados por pelo menos duas metodologias distintas (CATAOQ, 2007).

Segundo Pool-Zobel et al.(1993), as bactérias Gram negativas apresentam uma
membrana mais externa, que pode impedir a entrada de numerosas moléculas de antibidticos,
também apresentam 0 espaco periplasmatico que contem enzimas, capazes de quebrar
moléculas estranhas introduzidas no meio. Estes fatos, associados a presenca da membrana dual
presente nas bactérias Gram negativas, que forma um envelope complexo, podem justificar a
menor sensibilidade dessa classe de bactérias frente aos antimicrobianos assim como aos
extratos vegetais (HOLLEY et al., 2005).

A tabela 1 apresenta os resultados das interacdes, in vitro, realizadas com os produtos
obtidos a partir da Piper montealegreanum Yuncker com seis antimicrobianos. Observou-se
que a maioria das associagdes/interacfes foram capazes de modificar o efeito das drogas frente
as cepas testadas e que a mesma associagdo (antimicrobiano e produto vegetal) foi capaz de
provocar efeitos distintos em funcdo da espécie microbiana testada. Este fato ficou bem
caracterizado na associagdo dos produtos vegetais com o ciprofloxacino, que apresentou um
possivel efeito interativo sinérgico frente a E. coli e antagbnico frente a P.aeruginosa,
respectivamente pelo aumento e diminuicdo dos didmetros dos halos de inibicdo de crescimento
microbiano.

Evidenciou-se uma possivel interacdo antagbnica com destaque para a gentamicina
que quando associada ao EEB e a fragdo ACOEt que apresentou incapacidade de inibir o
crescimento bacteriano. Ou seja, o diametro do halo de inibicdo que inicialmente era de
aproximadamente 20 mm, passou a zero, para ambas as espécies bacterianas testadas. Em

relacdo a associacdo GEN + CHCI; também foi evidenciada interacdo antagonica.
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E relevante ressaltar que 0 uso concomitante extratos vegetais com antimicrobianos
merece um olhar atento e cuidadoso pela possibilidade de ocorrer interferéncias entre eles,
reduzindo a poténcia da atividade antimicrobiana, em relacdo a sua poténcia quando utilizados
isoladamente (ELLER et al., 2015).

Tabela 1. Avaliacdo do efeito interativo de produtos obtidos de Piper
montealegreanum Yuncker e antimicrobianos frente a cepas ATCC

Micro-organismos testados
Diametros dos halos de inibi¢do (mm) / Desvio padrao
E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853

Antimicrobianos
e Interacdes

AMP isolado (10mcg) 17+1,00 NT
AMP+EEB 20,33+0,58 NT
AMP+CHCl; 20,67+1,15 NT
AMP+ACOEt 21+1,00 NT
GEN isolado (10mcg) 19,67+ 1,15 20+1,00
GEN+EEB 0 0
GEN+CHCl; 8,67+1,15 9,67+ 0,58
GEN+ACOEt 0 0
CIP isolado (5mcg) 30,33+0,58 27,67+0,58
CIP+EEB 33,33+1,15 14,33+0,58
CIP+CHCl; 35,33+1,15 17,33+0,58
CIP+ACOEt 30,67+1,15 9,67+0,58
CLO isolado (30mcg) 21,33+0,58 NT
CLO+EEB 28,33+0,58 NT
CLO+CHClI; 28,33+0,58 NT
CLO+ACOEt 23,67+ 0,58 NT
SUT isolado (25mcg) 24,67+0,58 NT
SUT+EEB 26,67+0,58 NT
SUT+CHClI, 28,33+1,15 NT
SUT+ACOEt 26,67+0,58 NT
TET isolado (30mcg) 20,33+0,58 NT
TET+EEB 25,67+0,58 NT
TET+CHCI; 22,67£1,15 NT
TET+ACOEt 25+1,00 NT

Legenda: NT (N&o testado para a cepa); AMP (ampicilina); GEN (gentamicina); CIP (ciprofloxacino); CLO
(cloranfenicol); SUT (sulfametoxazol); TET (tetraciclina); EEB (extrato etanélico bruto); CHCl;

(fracdo cloroférmica); ACOEt (fracdo acetato)
Diante da cepa de E. coli verificou-se possivel sinergismo para as intera¢fes do EEB e
das fragbes com ampicilina, ciprofloxacino, cloranfenicol, sulfametoxazol e tetraciclina,
evidenciado pelo aumento do didmetro dos halos de inibicdo de crescimento em comparacgéo

ao antibiograma isolado.

3 CONCLUSAO
Através dos resultados é possivel concluir que os produtos testados obtidos a partir da
P. montealegreanum nao apresentaram atividade antibacteriana frente as cepas ensaiadas. No

entanto, o EEB assim como as fases particionadas foram capazes de modificar o efeito dos

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br



Il CONBIRACIS

Il Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude

antimicrobianos causado diferentes efeitos, quando testados associados a estes. E importante
ressaltar a necessidade de estudos complementares onde sejam realizadas em cada parte da
planta, o isolamento, a identificagdo e quantificacdo da concentragcdo das substancias ativas,

capazes de promover efeitos interativos com os antimicrobianos.
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