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RESUMO: (Atividade antibacteriana e interferéncia de Lantana camara L. e Lantana montevidensis (Spreng.) Briq. na re-
sisténcia de aminoglicosideos). O presente trabalho relata a atividade antibacteriana e a interferéncia de Lantana camara L. e
Lantana montevidensis Briq. na atividade de antibiticos da classes dos aminoglicosideos. Os extratos das folhas e raizes de
L. camara (EFLc e ERLc) e L. montevidensis (EFLm e ERLm) foram avaliados com relagdo a atividade antibacteriana isola-
damente e em associa¢do com antibioticos aminoglicosideos, pelo teste de microdiluigdo. Bactérias padrdo e multirresistentes
foram utilizadas. Os extratos apresentaram atividade inibitoria para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas analisadas. A
atividade mais efetiva foi demonstrada pelo o EFLm frente a Pseudomonas aeruginosa (CIM 8 ug/mL), e Escherichia coli (CIM
16 pg/mL). Efeitos sinérgicos foram verificados na interagdo dos extratos com os aminoglicosideos, com reducao das CIMs. O
efeito sinérgico mais representativo foi observado pelo ERLm na associa¢do com a amicacina frente a P. vulgaris, com redugao
da CIM de 625 para 20 pg/mL. Esses dados sdo promissores e indicam que extratos de L. camara e L. montevidensis podem ser
uma fonte alternativa de produto natural com atividade antibacteriana e potencial de modular a resisténcia de aminoglicosideos.
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ABSTRACT: (Antibacterial activity and interference of Lantana camara L. and Lantana montevidensis (Spreng.) Briq. in the
resistance of aminoglycosides). In this work we report the antibacterial activity and interference of Lantana camara L. and L.
montevidensis Briq. in activity of antibiotics classes of aminoglycosides. The extracts of leaves and roots of L. camara (EFLc
and ERLc) and L. montevidensis (EFLm and ERLm) were assessed for antibacterial activity alone and in combination with
aminoglycosides, by microdilution test. Standard and multi-resistant bacteria were used. The extracts showed an inhibitory
activity for Gram-positive and Gram-negative analyzed. The most effective activity was demonstrated by the EFLm against
Pseudomonas aeruginosa (MIC 8 ug/mL), and Escherichia coli (MIC 16 ng/mL). Synergistic effects were observed in the
interaction of the extracts with the aminoglycosides, with a reduction of MICs. A synergistic effect was observed by ERLm inte-
raction with amikacin in P, vulgaris, with reduction of MIC (625-20 ng/mL). These data are promising and indicate that extracts
of L. camara and L. montevidensis can be an alternative source of natural products with antibacterial activity and potential to
modulate resistance to aminoglycosides.

INTRODUCAO Thoppil 2000, Ghisalberti 2000). Estudos fitoquimicos
com diferentes espécies de Lantana conduziram ao iso-
lamento de varios triterpendides, esteroides e flavondides
com propriedades antimicrobianas (Kohli et al. 2006).
Extratos das folhas t€m mostrado uma ampla variedade
de atividades biologicas (Nagdo et al. 2002, Kirimuhuzya
et al. 2009, Jiminez-Arellanes et al. 2007).

As espécies Lantana camara L., tipica das Américas e

Abusca de novos agentes antibacterianos ¢ importante
devido ao aumento progressivo da resisténcia de patoge-
nos clinicamente importantes para as classes de antibi-
oticos conhecidos (Costa et al. 2007). Com o aumento
da incidéncia de resisténcia aos antibioticos, produtos
naturais de plantas poderiam ser alternativas interessantes
(Oliveira et al. 2007, Silva et al. 2007). Produtos naturais

de origem vegetal podem alterar o efeito de antibioticos,
seja aumentando ou reduzindo a atividade antibidtica
(Coutinho et al. 2008a). Nos ultimos anos, muitas plantas
tém sido avaliadas ndo sé pela atividade antibacteriana,
mas também como um agente modificador da atividade
antibiotica (Gurib-Fakim 2006, Gibbons 2004).

O género Lantana compreende cerca de 150 espécies
de plantas floriferas perenes utilizadas popularmente
como anti-reumatico, estimulante, antibacteriano, con-
trole biologico e como planta ornamental (Deena &

Africa, e Lantana montevidensis (Spreng.) Brig., nativa
do Brasil e Uruguai sdo arbustos pequenos pertencente
a familia Verbenaceae, ¢ sdo conhecidos popularmen-
te como camara, cambard ou chumbinho. No Brasil
encontram-se distribuidas por todos os Estados, desde o
Amazonas até o Rio Grande do Sul (Brito et al. 2004).
O extrato das folhas dessas espécies ¢ utilizado no
tratamento de coceiras, dor de estdmago, reumatismo,
cortes, febre biliosa, dor de dente, problemas nas vias
aéreas como gripe, asma, bronquite e como anti-séptico
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para feridas (Deena & Thoppil 2000, Ghisalberti 2000), e
o0 extrato das raizes para o tratamento da malaria, reuma-
tismo e erupgdes cutaneas (Chharba et al. 1993). Estudos
anteriores relatam a atividade de toxicidade, antitumoral,
antifungica, antibacteriana, antimalarica, analgésica e
hepatotoxica (Kohli ef al. 2006, Costa et al. 2009).

Os oleos essenciais das folhas, constituidos principal-
mente por sesquiterpenos (Sousa et al. 2010a), possuem
atividade antimicrobiana, propriedades alelopaticas e
efeitos repelentes contra larvas de mosquitos do género
Aedes (Deena & Thoppil 2000, Gorla & Perez 1997,
lannacone & Lamas 2003). A atividade larvicida foi
verificada para os 6leos essenciais e extratos das flores
e raizes (Adebayo et al. 1994, Dua et al. 1996).

Neste estudo, testamos in vitro os extratos etandlicos
das folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis
oriunda do Cariri Cearense, Nordeste do Brasil, quanto
a atividade antibacteriana frente a linhagens padrio e
multirresistentes e como um agente modificador da re-
sisténcia de aminoglicosideos frente a Proteus vulgaris
e Pseudomonas aeruginosa.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis
foram coletadas em Margo/2009, no Horto de Plantas
Medicinais e Aromaticas do Laboratorio de Pesquisas
de Produtos Naturais — LPPN, na Universidade Regional
do Cariri — URCA, Crato-CE. Exsicatas dos espécimes
foram encaminhadas ao Herbdrio Caririense Dardaro de
Andrade Lima - HCDAL do Departamento de Ciéncias
Biologicas — URCA, e encontram-se depositadas sob
registros n° 1662 e 1619, respectivamente.

Preparagdo dos extratos

Os extratos das folhas e raizes de L. camara (EFLc e
ERLc) e L. montevidensis (EFLm ¢ ERLm) foram ob-
tidos por extragdo exaustiva a frio (Matos et al. 1999).
Utilizou-se 240 g de folhas e 185 g de raiz de L. camara
e 400 g de folhas e 714 g de raiz de L. montevidensis.
Cada amostra previamente triturada foi colocada em con-
tato com etanol durante 72 h em temperatura ambiente.
Posteriormente, os solventes foram destilados em eva-
porador rotatorio a 80 °C sob pressdo reduzida, pesados
e armazenados até o momento dos testes.

Atividade antibacteriana e concentrag¢do inibitoria
minima (CIM)

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada
utilizando a metodologia de microdilui¢ao em caldo, com
base no documento M100-S16 (CLSI 2006) para bacté-
rias. Foram utilizadas trés linhagens de bactérias padrao
cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, sendo
uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus ATCC 12692
e duas Gram-negativas: Proteus vulgaris ATCC 13315,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Utilizou-se

também Escherichia coli Ec 27 e Staphylococcus aureus
Sa 358 isoladas de material clinico, resistentes a neomi-
cina, gentamicina, amicacina e canamicina (obtencao das
linhagens em Coutinho et al. 2005, e perfil de resisténcia
completo em Sousa et al. 2010b).

Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram
ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI) du-
rante 24 ha 35 £ 2 °C. Apds este pré-cultivo procedeu-se
a padronizacdo do inoculo, que consistiu na preparagao
de uma suspensdo bacteriana em BHI a 3,8%, com
turvagdo correspondente a 0,5 da Escala McFarland (1
x 10 UFC/mL). Em seguida essa suspensdo foi diluida
até 1 x 10° UFC/ mL em caldo BHI a 10%, e volumes
de 100 pL foram entdo homogeneizados em placa de
microdilui¢do com 96 pogos, acrescido de diferentes
concentragdes dos extratos, resultando num inoculo final
de 5 x 10° UFC/mL.

Os extratos foram solubilizados inicialmente em dgua
destilada e dimetilsulfoxido (DMSO) de forma a obter-se
uma solugdo estoque de 1024 pg/mL. As concentragdes
finais dos extratos no meio de cultura foram de 512 a 8
pg/mL. Os testes foram efetuados em triplicata. As placas
foram incubadas a 35 + 2 °C durante 24 h. Para revelacao
dos resultados, foi preparada uma solucdo indicadora de
resazurina sodica em agua destilada na concentragdo de
0,01%. Apo6s a incubagdo, 25 pL da solucao indicadora
foram adicionados em cada cavidade ¢ as placas foram
incubadas por 1 h em temperatura ambiente. O controle
negativo do teste foi realizado com o caldo BHI.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) ¢ definida
como a menor concentragdo capaz de inibir completa-
mente o crescimento microbiano, nos pogos de micro-
dilui¢do conforme detectado a olho nu. A leitura dos
resultados para determinagdo da CIM foi considerada
como positiva para 0S pogos que permaneceram com a
coloragdo azul e negativa os que obtiveram coloragao
vermelha.

Avalia¢do da interferéncia dos extratos sobre a

resisténcia de aminoglicosideos

Para avaliar os extratos na interferéncia sobre a re-
sisténcia antibidtica, os CIMs dos aminoglicosideos
convencionais (neomicina, canamicina, amicacina, gen-
tamicina) frente as linhagens P. vulgaris ATCC 13315
e P aeruginosa ATCC 15442 foram determinados na
presenca ¢ auséncia dos extratos pelo teste de microdi-
luigdo. Utilizou-se concentragdes subinibitorias (CIM
1/8) em BHI a 10%.

As solugdes dos antibidticos foram preparadas com
a adicao de agua destilada de forma a obter uma con-
centracdo correspondendo a 5000 pg/mL (Sousa et al.
2010b). Um volume de 100 pL de cada solugao foi diluida
seriadamente (1:2) nos pogos contendo o caldo BHI a
10% e a suspensdo bacteriana diluida (1:10). As placas
foram incubadas por 24 horas a 35 + 2 °C ¢ a atividade
foi evidenciada pelo uso de resazurina sdédica como es-
pecificado anteriormente.
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Tabela 1. Valores da concentragdo inibitéria minima - CIM (ng/mL) dos extratos das folhas frescas e raizes de Lantana camara e Lantana

montevidensis.

Linhagens de bactérias L. camara L. montevidensis
EF ER EF ER
P, vulgaris ATCC 13315 128 64 32 512
P. aeruginosa ATCC 15442 256 128 8 256
S. aureus ATCC 12692 >1024 >1024 128 256
E. coli Ec 27 256 >1024 16 >1024
S. aureus Sa 358 512 >1024 128 >1024

EF, Extrato das folhas; ER, Extrato das raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste antibacteriano in vitro, verificou-se que os
extratos apresentaram atividade inibitéria para linhagens
Gram-positivas e Gram-negativas analisadas. Os EFLc
e ERLc demonstraram uma atividade antibacteriana
efetiva frente a P. vulgaris com CIM de 128 ¢ 64 pg/
mL respectivamente, conforme mostrado na Tabela 1. O
EFLm foi mais efetivo para P. vulgaris com CIM de 8 pg/
mL, enquanto que, para o ERLm a atividade foi similar
para P. aeruginosa e S. aureus com CIMs de 256 pg/mL.
Verificou-se que o melhor resultado frente as linhagens
multirresistentes foi para E. coli pelo EFLm, com CIM
de 16 ug/mL.

Esses resultados s@o promissores, uma vez que a
literatura mostra atividade contra Gram-positivas, que
sdo mais suscetiveis aos antibioticos (Murari et al.
2007, Silva et al. 2007). As bactérias Gram-negativas
apresentam particularidades estruturais que dificultam a
penetracdo dos antimicrobianos, como a camada externa
de lipopolissacarideos que determina propriedades de
superficie, tais como permeabilidade e susceptibilidade
a antibidticos (Yokota & Fujii 2007).

Espécies do género Lantana ja foram avaliadas
quanto a atividade antibacteriana, constatando que o
extrato metandlico de L. balansae (Salvat et al. 2004) e
o etanolico de L. macrophylla (Silva Junior et al. 2005)
e de L. inermis (Ahmad & Beg, 2001) também apre-
sentaram atividade frente a bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Em ensaios antibacterianos, os extratos
cloroféormicos e metanoélicos das folhas de L. camara e
L. hispida apresentaram atividade frente a linhagens de
Mycobacterium tuberculosis (Jiminez-Arellanes et al.
2007, Kirimuhuzya et al. 2009). O extrato metandlico das
folhas de L. /ilacina apresentou um potencial inibitdrio
frente & Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, P.

aeruginosa e S. aureus (Pereira 2008).

As Tabelas 2 e 3 mostram a interferéncia dos extratos
sobre a atividade de aminoglicosideos, demonstrando
uma interferéncia na atividade de alguns dos antibidticos,
com reducdo das CIMs. O efeito mais representativo foi
na associacdo do ERLm na concentra¢do de 64 pg/mL
(CIM 1/8) com os antibidticos no meio de crescimento,
observando um refor¢o na atividade da amicacina frente
a P, vulgaris com redugao da CIM de 625 para 20 ug/mL.

Extratos de diversas plantas tém apresentado além
de suas propriedades antibacterianas, a capacidade de
interferir na atividade antibiotica e uma forte tendéncia
na potencializacdo de antibidticos aminoglicosideos.
Os extratos etandlicos das folhas de Mentha arvensis
e Momordica charantia potencializaram a atividade
da gentamicina quando analisados em associagdo aos
extratos frente a E£. coli multirresistente (Coutinho ef al.
2008a, Coutinho et al. 2008b).

Virias substancias ja foram caracterizadas como mo-
dificadores da atividade antibidtica, como fenotiazinas
(Gunics et al. 2000), diterpenos (Nicolson ef al. 1999),
flavonas e derivados (Sato et al. 2004). Compostos que
apresentam essa atividade sdo denominados de Modifi-
cadores da Atividade Antibiotica e a sua utiliza¢do pode
representar um avango contra os mecanismos de resistén-
cia que inativam antibioticos por agao enzimatica ou por
sistemas de efluxo, como os aminoglicosideos (Rajyaguru
& Muszynki 1999, Kristiansen & Amaral 1999).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que ex-
tratos etandlicos de L. camara e L. montevidensis poderao
servir como uma fonte alternativa de produtos naturais
derivados de plantas, ja que possuem atividade antibacte-
riana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e capacidade de atuar sobre a agao dos aminoglicosideos
analisados, traduzindo em efeitos sinérgicos.

Tabela 2. Valores da CIM (pg/mL) de aminoglicosideos na auséncia ¢ na presenga dos extratos das folhas e raizes de Lantana camara.

P. vulgaris P. aeruginosa P. vulgaris P. aeruginosa
Antibiéticos M EFLc M EFLc M ERLc M ERLc
(16 pg/mL) (32 pg/mL) (8 ng/mL) (16 pg/mL)
Neomicina 1250 625 1250 625 1250 625 1250 625
Amicacina 625 312 625 312 625 312 625 625
Canamicina 625 312 625 625 625 156 625 625
Gentamicina 312 78 156 156 312 78 156 156

EFLc, Extrato das folhas de L. camara; ERLc, Extrato das raizes de L. camara.
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Tabela 3. Valores da CIM (png/mL) dos aminoglicosideos na auséncia e na presenca dos extratos das folhas e raizes de Lantana montevidensis.

P. vulgaris P. aeruginosa P. vulgaris P. aeruginosa
Antibidticos o EFLm o EFLm o ERLm o ERLc
(4 pg/mL) (1 pg/mL) (64 ng/mL) (16 ng/mL)
Neomicina 1250 156 1250 156 1250 78 1250 312
Amicacina 625 78 625 78 625 20 625 78
Canamicina 625 156 625 625 625 78 625 625
Gentamicina 312 40 156 20 312 20 156 78

EFLm, Extrato das folhas de L. montevidensis; ERLm: Extrato das raizes de L. montevidensis.
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