eCIiMED

/A EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Articulo original

Potencial antibacteriano e modulador de antibiéticos das folhas
de Allamanda puberula A.DC. (quatro-patacas)

Potencial antibacteriano y modulador de antibioticos de las hojas de
Allamanda puberula A.DC. (cuatro-patacas)

Antibacterial and modulatory potential of antibiotics from leaves of
Allamanda puberula A.DC. (quatro-patacas)

Ana Paula Leite Nascimento' http://orcid.org/0000-0003-2006-5816

Italo Mykaell da Silva Benjamim' https://orcid.org/0000-0002-5415-7666
Nadghia Figueiredo Leite Sampaio’ https://orcid.org/0000-0003-2378-2570
Luiz Eduardo Oliveira Teotonio' https://orcid.org/0000-0001-6785-8982
Cleberton Torres Santos' https://orcid.or/0000-0001-6723-5929

Darcio Luiz de Souza Junior' https://orcid.org/0000-0002-1539-9267
Fernando Gomes Figueredo'2 https://orcid.org/0000-0002-7918-4601

'Faculdade de Medicina Estacio de Juazeiro do Norte, Juazeiro do Norte - CE.
Brasil.

ZDepartamento de Desenvolvimento e Inovacao Tecnoldgica em Medicamentos,
Universidade Federal do Ceara - UFC- CEP 60.430-370 - Fortaleza - CE, Brasil.

"Autor para la correspondéncia: paulaleite.16@hotmail.com

RESUMO

Introducdo: Extratos de plantas tém sido testados com o intuito de descobrir
novos compostos com atividade antibacteriana reconhecida.

Objetivos: Explorar o extrato etandlico das folhas de A. puberula, quanto a
presenca de compostos quimicos, atividade antibacteriana e como um agente
modificador da resisténcia aos antibioticos das classes dos aminoglicosideos e
lincosamidas.

Métodos: O extrato etanolico foi obtido a partir das folhas frescas de A. puberula
e submetido a analise fitoquimica, pelo método colorimétrico. A atividade
antibacteriana in vitro frente cepas padrées de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foi avaliada pela microdiluicao em
caldo, determinando a Concentracao Inibitoria Minima. A modulacao da atividade
Resultados: O produto natural apresentou em sua constituicdo, metabdlitos
secundarios com reconhecida atividade bioldgica, no entanto, nao foi constatada
atividade antibacteriana clinicamente relevante do extrato isolado frente as
linhagens trabalhadas. Houve melhora na resposta quando associado o produto
natural com aminoglicosideos, tendo a atividade da amicacina concomitante ao
extrato frente a S. aureus e E. Coli, uma reducao significativa da CIM de 182,29
pg/ml para 32,55 pg/ml e de 42,315 pg/ml para 26,04 pg/ml, respectivamente.
A gentamicina associada ao extrato frente a P. aeruginosa obteve reducao da CIM
de 104,17 pyg/ml para 15,46 pg/ml.
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Conclusées: A associacao do antibidtico com o produto natural diminuiu a dose
terapéutica, esta atividade pode ser justificada pela presenca de metabolitos
secundarios no extrato que possui reconhecida atividade antibacteriana.
Palavras chave: Allamanda puberula; metabolitos secundarios; atividade
antibacteriana; modulacao.

RESUMEN

Introduccion: Extractos de plantas han sido probados con la intencién de
descubrir nuevos compuestos con actividad antibacteriana reconocida.
Objetivos: Explorar el extracto etanolico de las hojas de Allamanda puberula, en
cuanto a la presencia de compuestos quimicos, actividad antibacteriana y como
agente modificador de la resistencia a los antibioticos de las clases de
aminoglucosidos y lincosamidas.

Métodos: El extracto etandlico fue obtenido a partir de las hojas frescas de
Allamanda puberula y sometido al analisis fitoquimico, por el método
colorimétrico. La actividad antibacteriana in vitro frente a cepas patrones de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli fue evaluada
por la microdilucién en caldo, determinando la Concentracion Inhibitoria Minima.
La modulacion de la actividad antibidtica fue probada en concentracion
subinhibitoria.

Resultados: El producto natural presentd, en su constitucion, metabolitos
secundarios con reconocida actividad bioldgica, sin embargo, no fue constatada
actividad antibacteriana clinicamente relevante del extracto aislado frente a los
linajes trabajados. Se observé una mejoria en la respuesta cuando se asocio el
producto natural con aminoglucésidos, teniendo la actividad de la amicacina
concomitante al extracto a S. aureus y E. Coli, una reduccion significativa de la
CIM de 182,29 pg/ml a 32,55 pg/ml y de 42,315 pg/ml a 26,04 pg/ml,
respectivamente. La gentamicina asociada al extracto frente a la P. aeruginosa
obtuvo una reduccion de la CIM de 104,17 pg/ml a 15,46 pg/ml.

Conclusiones: La asociacion del antibiotico con el producto natural disminuy¢ la
dosis terapéutica, esta actividad puede estar justificada por la presencia de
metabolitos secundarios en el extracto que posee reconocida actividad
antibacteriana.

Palabras clave: Allamanda puberula; metabolitos secundarios; actividad
antibacteriana; modulacion.

ABSTRACT

Introduction: Some plant extracts have been tested for new compounds with
recognized antibacterial activity.

Objectives: Explore the ethanolic extract of A. puberula leaves for the presence
of chemical compounds, antibacterial activity and as modifier of resistance to
antibiotics in classes of aminoglycosides and lincosamides.

Methods: The ethanolic extract was obtained from fresh leaves of Allamanda
puberula and subjected to phytochemical analysis by the colorimetric method. In
vitro antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli pattern strains was evaluated by broth
microdilution to determine the minimum inhibitory concentration. Modulation of
antibiotic activity was tested at a subinhibitory concentration.

Results: The natural product analyzed was found to contain secondary
metabolites of recognized biological activity. However, clinically relevant
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antibacterial activity of the isolated extract against the lineages studied was not
observed. The response was found to improve when the natural product was
associated to aminoglycosides. The activity of the amikacin concomitant to the
extract against S. aureus and E. Coli causes a significant minimum inhibitory
concentration reduction of 182.29 pg/ml to 32.55 pg/ml and 42.315 pg/ml to
26.04 pg/ml, respectively. Association of gentamicin to the extract against P.
aeruginosa caused a minimum inhibitory concentration reduction of 104.17 pg/ml
to 15.46 pg/ml.

Conclusions: Association of the antibiotic to the natural product reduced the
therapeutic dose. This activity may be due to the presence of secondary
metabolites in the extract with recognized antibacterial activity.

Keywords: Allamanda puberula; secondary metabolites; antibacterial activity;
modulation.

Recibido: 11/04/2018
Aceptado: 12/02/2019

Introducao
A resisténcia bacteriana a antibioticos utilizados na clinica é recentemente uma
das questdoes mais preocupantes, visto que inumeras bactérias deixaram de
responder a antibioticoterapia que eram vulneraveis, causando assim morbidade
e mortalidade na populacao e intimidando a medicina moderna.("23
A droga esta perdendo a capacidade de inibir efetivamente, em doses
terapéuticas, o crescimento de cepas bacterianas e estas continuam se
multiplicando, necessitando de uma concentracao mais elevada do que a usual,
para que o farmaco surta o efeito esperado. *>6)
Embora o desenvolvimento dessa resisténcia seja algo natural ocasionado pela
pressao seletiva exercida pelo uso de antibi6ticos, tém-se ampliado de forma
acelerada em consequéncia do uso inadequado destes farmacos. Com isso, &
imprescindivel buscar novas substancias que sejam eficazes neste
controle.(7:8910,11)
Os produtos naturais como os de origem vegetal, tém se evidenciado na literatura
por apresentar atividade antibacteriana clinicamente relevante e pela
capacidade de potencializar a atividade antibiotica. Nesta perspectiva, utilizar
extratos de plantas como agente antimicrobiano, demonstra ser uma alternativa
promissora, uma vez que, devido sua diversidade quimica, podem inibir ou ativar
caminhos  moleculares  diferentes dos conduzidos pelas drogas
tradicionais. (12:13:14,15)
Dentre estas plantas com potencial antimicrobiano, aponta-se a Allamanda
puberula A.DC, uma espécie do género Allamanda na familia Apocynaceae, nativa
do Brasil, tipicamente na vegetacdo de Caatinga e Cerrado. E um tipo de arbusto,
pertencente ao grupo das Angiospermas. (16)
Na literatura sao evidenciadas inUmeras espécies pertencentes a esta familia e
que possuem atividade antimicrobiana, dentre elas: Gymnema sylvestre,('")
Holarrhena antidysenterica,'® Calotropis procera,('%2% Aspidosperma olivaceum
Miill. Arg,@) Adenium obesum,®?) Alstonia yunnanensis Diels,?) Himatanthus
drasticus,'® Ceropegia candelabrum L e Funtumia africana.?® Tal atividade
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comprova-se pela presenca de alguns metabolitos secundarios, compostos que sao
sintetizados por plantas em resposta a infeccao microbiana. ('3

Esta pesquisa mostra-se de cunho relevante, uma vez que despertara o interesse
cientifico para investigacoes quimicas e farmacoldgicas mais aprofundadas sobre
as propriedades bioldgicas da Allamanda puberula, podendo assim, ao comprovar
tais atividades, utilizar este produto natural para desenvolver novos antibioticos
ou para potencializar os que ja existem na clinica, ajudando assim a minimizar a
resisténcia bacteriana.

Neste contexto, este estudo foi desenvolvido com o intuito de explorar o extrato
etandlico das folhas de A. puberula, quanto a presenca de compostos quimicos,
atividade antibacteriana e como um agente modificador da resisténcia aos
antibidticos das classes dos aminoglicosideos e lincosamidas.

Métodos

Obtencao do extrato

O material vegetal fresco (folhas) de A. puberula, foi coletado no municipio de
Crato, Ceara, Brasil, em novembro de 2015, e encontra-se catalogada sob niUmero
de registro #3355 no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima (HCDAL) da
Universidade Regional do Cariri (URCA).

Para preparacao do extrato, as folhas foram picadas e depois submersas por 72 h
em etanol PA, em volume suficiente para submergir todo material vegetal, para
extracao prolongada a frio em temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
eluente foi filtrado em papel filtro, para separacao dos residuos solidos, e
concentrado em condensador rotativo a vacuo 220V (modelQ344B2, Quimis®,
Brasil) e banho maria de bocas microprocessado('2:29) (modelQ334M-24, Quimis®,
Brasil), obtendo-se o rendimento demonstrado na (Tabela 1).

Tabela 1 - Massa seca e rendimento do extrato etanodlico bruto (g) das folhas de A.

puberula
Espécie Biologica Solvente Folhas (Massa) | Extrato Bruto (Rendimento)
Allamanda puberula A.DC | Etanol (EEAP) 460g 85%

EEAP - Extrato Etandlico de Allamanda puberula

Na realizacao dos testes utilizou-se solucoes preparadas a partir do extrato sob
uma concentracao de 10 mg/mL, dissolvidos em Dimetilsulféxido (DMSO), em
seguida, diluidos com agua destilada para uma concentracao de 1.024 pg / mL.

Drogas
Os antibidticos utilizados foram gentamicina e amicacina, da classe dos
aminoglicosideos, e clindamicina, da classe das lincosamidas, todos obtidos do
Laboratorio Sigma®.

Microrganismos
Os microrganismos usados nos testes foram obtidos por meio do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Foram utilizadas linhagens padrao de Escherichia coli (ATCC 10536) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), bactérias gram-negativas, e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), gram-positiva. Antes dos ensaios, foram
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inoculadas em Agar Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories LTDA) e incubadas a
37 °C em estufa bacterioldgica, aproximadamente, durante 24 horas.?”)

Meios de cultura
Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion - HIA (Difco
Laboratories LTDA) e Brain Heart Infusion - BHI (Sigma®) na concentracao
indicada pelo fabricante e esterilizados em autoclave de vapor quente.

Prospeccao Fitoquimica

Os testes fitoquimicos para detectar a presenca de fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavanonois,
leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas e alcaloides, fundamentam-se na
observacao visual da alteracao de cor ou formacao de precipitado apos a adicao
de reagentes especificos. (2829

Preparou-se uma solucao de 20 mL utilizando 300 mg do extrato bruto dissolvido
em solvente hidrofilico, etanol, com 30% de agua destilada. Em seguida, foram
separadas seis porcoes de 3 mL em tubos de ensaios numerados de 1 a 6, de acordo
com a descricao a seguir: (29

Teste para identificacao de fenéis e taninos
No tubo 1 adicionou-se trés gotas de solucao alcodlica de Cloreto Férrico (FeCls)
10%. ApOs homogeneizacao, foi observado se havia variacao de cor ou formacao
de algum tipo de precipitado, comparando-se com um teste em branco, contendo
somente agua e FeCls. A coloracao variavel de azul a vermelho € indicativo de
fenois; o precitado escuro de tonalidade azul é indicio da presenca de taninos
hidrolisaveis (pirogalicos) e verde, de taninos flobabénicos (condensados ou
catéquicos).
Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
Para a realizacao do teste, foram utilizados os tubos 2, 3 e 4. O tubo 2 foi
acidificado com Acido Cloridrico (HCl) 1% até pH 3,0, o 3 foi alcalinizado com
Hidroxido de Sodio (NaOH) 10% até pH 8,5 e 0 4 a pH 11. Foram observadas
mudancas de coloracao do material.
Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas
O tubo 5 foi acidificado até pH 2,0 por adicao do HCL 1%, e o 6 alcalinizado por
NaOH 10% a pH 11. Os tubos foram aquecidos durante trés minutos, sempre
observando as modificacées na coloracao.

Teste para alcaléides
Para o investigar a presenca ou auséncia de alcaldides no extrato, foi preparada
uma solucao contendo 300 mg do extrato bruto diluido em 30 mL de Acido acético
(C2H402) 5%. A solucao foi aquecida por alguns minutos até modo de fervura, sendo
posteriormente transferido 10 mL para um funil de separacao, onde foi
alcalinizada com Hidroxido de amoénio (NH4OH) 10%, e verificado a variacao de
pH, com auxilio do papel indicador. Cerca de 15 mL de cloroférmio (CHCl3) foram
adicionados a solucao e ap6s completa homogeneizacao, foi deixada em repouso.
Havendo presenca de alcaldides, esses migrariam para a fase cloroférmica,
também denominada de “fracao alcaloidica”, por isso, com auxilio de um béquer,
foi coletado a fase cloroformica. Em seguida, gotas de HCl 1% foram adicionadas
na solucdo e ap6s homogeneizacdo, foi aplicada uma gota dessa solucao
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cloridrica, numa lamina de vidro, ao lado de uma gota do reagente Draggendorff.
Apos misturar as duas gotas, foi observado se havia formacao de um precipitado
floculoso, caracterizando a presenca de alcaloides.

Atividade antibacteriana (CIM) e Modulacao da atividade
antibiotica

A CIM (Concentracao Inibitoria Minima) foi determinada em um ensaio de
microdiluicdo em caldo, utilizando-se um inéculo de 100 pL de cada linhagem,
suspensas em caldo Brain Hear Infusion - BHI até uma concentracao final de 105
UFC/mL, em placas de microdiluicao com 96 pocos. Em cada poco adicionou-se
100 pL de solucao do extrato. A concentracao do produto natural variou de 1.024
- 8 pg/mL (diluicoes na proporcao de 1:1, até a pendltima cavidade). 3%:31,32)
Para os controles, utilizou-se os antibioticos padroes amicacina, gentamicina e
clindamicina, cujas concentracodes finais variaram entre 5.000 - 2,44 pg/mL.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e apds esse periodo, a leitura
evidenciou-se pelo uso de Resazurina Sodica (Sigma®), um indicador
colorimétrico de oxidorreducao, preparado em agua destilada na concentracao
de 0,01 % (p/v). Apos a incubacao, 20 pL da solucao indicadora foram adicionados
em cada cavidade e as placas foram incubadas por 1 h em temperatura
ambiente. (10,30)
A Resazurina, quando oxidada por microorganismos, transforma-se na resofurina,
que possui coloracao rosa. Dessa forma, a manutencao da cor azul entende-se
como auséncia do crescimento bacteriano e a mudanca de coloracao para rosa,
indica crescimento bacteriano positivo. Isso favorece a visualizacao da CIM,
registrada como a menor concentracao que impede o0 crescimento
microbiano. (39,31,32,33,34)
Para avaliar as amostras como moduladores da acao antibidtica, a CIM dos
antibioticos da classe dos aminoglicosideos e lincosaminas foram avaliadas na
microplacas estéreis. Os antibidticos foram avaliados nas concentracoes variando
de 5.000 - 2,44 pg/mL. Os mesmos controles utilizados na avaliacao da CIM para
o extrato foram utilizados durante a modulacao. (31,3239
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, sendo a leitura evidenciada pelo uso
de Resazurina Sodica (Sigma®), conforme relatado anteriormente no teste de
determinacao da CIM. G334
Os ensaios antibacterianos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos como média das repeticoes. 31,3239

Analise estatistica
A analise estatistica dos resultados foi aplicada a variancia de duas vias, através
do software v4.0 Prisma™, utilizando o programa ANOVA two-way, seguido de
Bonferroni pos-teste de comparacao multipla, sendo considerado significativo
quando p < 0,0001.(2)

Resultados
Através da prospeccao fitoquimica do extrato, ilustrado na (Tabela 2), foi possivel
identificar a presenca de diversas classes de metabolitos secundarios que
apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas.
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Tabela 2 - Prospeccao fitoquimica do extrato etanodlico das folhas de Allamanda
puberula

METABOLITOS SECUNDARIOS
3 /4[5 6789 [10 [11 [12 [13 [14 |15

+ - - + + + + + + + + +

EEAP

1 - Fenois; 2 - Taninos Pirogalicos; 3 - Taninos Flobabénicos; 4 - Antocianinas; 5 - Antocianidinas; 6 -Flavonas; 7 -
Flavondis; 8 - Xantonas; 9 - Chalconas; 10 - Auronas; 11 - Flavanondis; 12 -Leucoantocianidinas; 13 - Catequinas; 14 -
Flavanonas; 15 - Alcalodides; (+) presenca; (-) auséncia; EEAP - Extrato Etandlico de Allamanda puberula.

Apesar do extrato apresentar em sua constituicdo metabolitos secundarios com
reconhecida atividade biologica, nao foi constatada atividade antibacteriana
clinicamente relevante do extrato isolado frente as linhagens trabalhadas,
obtendo uma CIM de >1.024 pg/mL.

Na modulacao, perante as cepas de S. aureus e P. aeruginosa, houve modificacao
da atividade antibiotica, com reducao da CIM dos aminoglicosideos na presenca
do produto natural, comparado ao controle com apenas o antibiotico,
apresentando um valor de significancia com p < 0,0001.

A (Fig. 1) mostra a acao do extrato sobre a atividade de aminoglicosideos e a
clindamicina, da classe das lincosamidas, contra a P. aeruginosa, demonstrando
uma interferéncia na atividade dos antibi6ticos, com reducao das CIMs. O efeito
mais representativo foi na associacao do produto natural com a gentamicina,
reduzindo a CIM de 104,17 pg/mL para 15,46 pyg/mL. Seguido da associacao do
extrato com a amicacina, com reducao de 42,32 pyg/mL para 19,53 pg/mL.

Pseudomonas aeruginosa
Concentracdo pg/mL

600
2004
* ko
400+ 17
100 7 — oo
80+
60 l
40+
ol | i 22
0 o 7257

1 Gentamicina

&9 Gentamicina + EEAP
ZZ1 Amicacina

EZg Amicacina + EEAP
Clindamicina

oo Clindamicina + EEAP

EEAP - Extrato Etandlico de Allamanda puberula. ™ valor estatisticamente significativo com p < 0,0001; ns - nao
estatisticamente significativo.

Fig. 1 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antibioticos na presenca e auséncia do
extrato etanolico frente P. aeruginosa.

Observa-se na (Fig. 2) que houve uma diminuicao da acao da gentamicina quando
associada com o extrato. Em relacao ao efeito sobre a amicacina, percebe-se uma
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elevacao da poténcia deste farmaco, havendo uma reducao da CIM de 42,315
pg/mL para 26,04 pg/mL.

Escherichia colf
Concentracdo pg/mL

30001

25004
20004

1500+
150+

1004wk

p=t P

1 Gentamicina
& Gentamicina + EEAP
@21 Amicacina
gZ3 Amicacina + EEAP
Clindamicina
o Clindamicina + EEAP
EEAP - Extrato Etandlico de Allamanda puberula. ™ valor estatisticamente significativo com p < 0,0001; ns - nao
estatisticamente significativo.
Fig. 2 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antibioticos na presenca e auséncia do
extrato etanolico frente E. coli.

Tanto a amicacina quanto a gentamicina associada ao produto natural, frente a
S. aureus (Fig. 3), tiveram sua acao potencializada, principalmente a da
amicacina que teve sua CIM reduzida significativamente de 182,29 pg/mL para
32,55 pg/mL.
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Staphylococcus aureus
Concentracdo pg/mL

3000+

2500+

20004

1500+

1507

1007 —l
50 =X

0

[ Gentamicina

&3 Gentamicina + EEAP
ZZ1 Amicacina

gZg Amicacina + EEAP
Clindamicina

o Clindamicina + EEAP

EEAP - Extrato Etandlico de Allamanda puberulla. ™ valor estatisticamente significativo com p < 0,0001; ns - ndo
estatisticamente significativo.

Fig. 3 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antibioticos na presenca e auséncia do
extrato etanolico frente S. aureus.

Nao foi observada modulacao estatisticamente significativa da atividade
antibidtica do produto natural sobre a clindamicina.

Discussao
Ha um grande interesse do meio cientifico em investigacoes quimicas e
farmacologicas sobre as propriedades bioldgicas de plantas medicinais. Isso pode
ser justificado pelo fato de que utilizar extratos como agentes antimicrobianos
demonstra ser um risco reduzido de aumento da resisténcia, uma vez que sao
misturas complexas, e isso faz com que haja dificuldades maiores para
adaptabilidade microbiana e, por conseguinte, menor probabilidade de geracao
de linhagens resistentes. (13:36)
Além da atividade antibacteriana isolada, os produtos naturais tém sido estudados
também em relacao a capacidade de potencializar antibioticos utilizados na
clinica.(4
A prospeccao fitoquimica demonstrou a presenca de varios metabdlitos que
apresentam uma ampla variedade de atividades biologicas, como antimicrobiana,
antioxidante, antitumoral e antiinflamatoria.“'237) Estudos semelhantes
evidenciaram a presenca de diversos compostos quimicos em plantas
pertencentes a familia Apocynaceae.(1417,18,19,20.21) Esses fitoconstituintes sao
afetados pela variacao sazonal, horario da colheita, manejo, acondicionamento,
entre outros fatores. Isso justifica a auséncia ou presenca desses constituintes nos
testes fitoquimicos. ?7:37)
Neste estudo, o extrato etanolico de A. puberula de forma isolada, nao
demonstrou atividade antibacteriana de relevancia clinica, entretanto, na
modulacdao com os aminoglicosideos apresentou atividade frente P. aeruginosa,
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E. coli e S. aureus, ao reduzir de forma significativa a CIM dos antibioticos, através
do método de microdiluicao em caldo. Estudos com plantas pertencentes a familia
Apocynaceae evidenciaram acdo contra as cepas testadas, 22232425 porém esta
diferenca de resultados pode estar relacionada com o método utilizado,
concentracao testada, a variabilidade genética das espécies vegetais e a
sazonalidade, que afeta a presenca e a porcentagem de constituintes que
apresentam efeito antibacteriano. (27,36,37)

A potencializacao do efeito da amicacina e gentamicina pode ser devido a
presenca dos metabolitos secundarios, como os taninos e flavonoides, que sao
sintetizados por plantas para combater as infeccoes microbianas. Tais compostos
sao capazes de inibir enzimas, alterar a parede celular ou destruir a membrana
plasmatica bacteriana, facilitando assim o influxo do farmaco. *13,34

A atividade observada frente S. aureus provavelmente advém da presenca de
flavonoides, por conta da sua capacidade de formar complexos com proteinas
solUveis extracelulares e com a parede celular ou ainda pela sua lipofilicidade,
que é responsavel pela ruptura da membrana celular dos microrganismos. Isto
também pode estar relacionado a acao dos taninos, ja que S. aureus apresenta
sensibilidade a este composto. (12,34:36)

Em relacao a diminuicao da acao da gentamicina quando associada ao extrato
frente a E. coli, possivelmente esta relacionada ao efeito antioxidante dos
flavonoides, que é atribuido a sua propriedade quelante.®% Ao ocorrer a quelacao
dos constituintes do antibiotico pelo produto natural ou a ligacao destes em locais
especificos dos farmacos, pode haver uma diminuicao do efeito do antibidtico,
isso caracteriza uma resposta contraria a esperada. (3®

Nao foi observada modulacdo estatisticamente significativa da atividade
antibidtica do produto natural sobre a clindamicina, no entanto na literatura nao
foi encontrado justificativa para a acao investigada.

Os mecanismos pelos quais os produtos naturais conseguem inibir o crescimento
microbiano sao inUmeros, podendo ser em parte por consequéncia da natureza
hidrofobica de alguns componentes. Tais compostos podem agir aumentando a
permeabilidade celular aos antibidticos ou ainda interferindo nos sistemas
enzimaticos das bactérias, sejam eles mecanismos de producao de energia
(fosforilacao oxidativa) ou sistemas de efluxo. (3639

As concentracOoes séricas observadas com as doses terapéuticas dos
aminoglicosideos estao proximas as doses toxicas. A toxicidade celular, com
excecao da Estreptomicina, € comum a essa classe, devido a absorcao para o meio
intracelular. Os seus efeitos toxicos mais significativos sao nefrotoxicidade,
ototoxicidade e o blogueio neuromuscular. (3

A combinacao do produto natural com os aminoglicosideos pode ser uma
alternativa para minimizar os efeitos colaterais desta classe de antibi6ticos, ja
que essa associacao reduz significativamente a CIM destas drogas, com isso, a
dose necessaria para que haja sucesso terapéutico seria menor. 7

Os dados obtidos neste estudo sao pioneiros e promissores no incentivo a futuras
pesquisas sobre os aspectos fitoquimicos, toxicologicos e farmacologicos da A.
puberula, demonstrando que o extrato pode ser uma alternativa terapéutica a
resisténcia bacteriana, por possuir compostos com reconhecida atividade
biologica, além de indicar a possibilidade do seu uso combinado aos
aminoglicosideos, no intuito de aumentar o potencial dessas drogas, podendo
dessa forma, reduzir a toxicidade presente nestes farmacos, ja que uma dose
menor ira produzir o mesmo efeito que a dose usual. Todavia, novos estudos sao
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necessarios para melhor definir as atividades biologicas do extrato etanolico das
folhas de A. puberula.
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