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RESUMO 

 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é uma ameaça global à saúde 

pública. O uso de produtos naturais derivados de plantas que tem atividade 

antimicrobiana em associação com antibacterianos tradicionais podem ser 

alternativas viáveis para a produção de novos fármacos eficazes contra micro-

organismos multirresistentes. A isocumarina paepalantina e o dímero de 

paepalantina, isolados dos capítulos de Paepalanthus bromelioides, têm se 

destacado como substâncias promissoras em função de seu potencial biológico. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro da paepalantina e 

do dímero isoladamente e em associação, através do método de checkerboard, com 

diferentes antimicrobianos de uso clínico (vancomicina, oxacilina e meropenem) em 

amostras de Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae 

e Pseudomonas aeruginosa multirresistentes e avaliar por microscopia eletrônica de 

varredura possíveis alterações morfológicas em amostras expostas a concentrações 

inibitórias e subinibitórias de paepalantina e do dímero isoladamente e em 

associação com antibacterianos. Nas amostras de E. faecium, a paepalantina e o 

dímero isoladamente apresentaram concentração mínima inibitória (CMI) de 32 

µg/mL. A associação com a vancomicina não apresentou aumento na atividade 

desse fármaco. Para S. aureus, a paepalantina e o dímero apresentam bom 

potencial inibitório quando testados isoladamente (CMI 16 e 8 µg/mL, 

respectivamente). A associação da paepalantina com a oxacilina mostrou-se 

indiferente em três das cinco amostras analisadas, enquanto que a associação do 

dímero com esse fármaco mostrou-se sinérgica em todas as amostras, com redução 

de até 256 vezes na CMI. Em relação aos micro-organismos Gram-negativos, K. 

pneumoniae e P. aeruginosa, a paepalantina e o dímero apresentaram fraco 

potencial inibitório (CMI > 256 µg/mL) e a associação com meropenem não 

apresentou aumento na atividade desses. O presente estudo demonstrou a atividade 

das isocumarinas paepalantina e do dímero apenas em bactérias Gram-positivas (E. 

faecium e S. aureus). A combinação dessas substâncias, sobretudo do dímero, com 

a oxacilina apresentou efeito sinérgico relevante, o que propicia perspectiva de 

estudos adicionais para o desenvolvimento de produtos com a associação destas 

substâncias. Em S. aureus, após análise por MEV, verificou-se que as substâncias 
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não atuam alterando a estrutura externa desse micro-organismo nas condições 

utilizadas neste estudo. 

 

Palavras-chave: Resistência bacteriana; Paepalantina; Sinergismo. 
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ABSTRACT 

 

Bacterial resistance is a global threat to public health. The use of plant-derived 

products with antimicrobial activity in association with traditional antibacterial drugs 

may be viable alternatives to the production of effective new drugs against 

multiresistant microorganisms. Isocoumarin paepalantine (PA) and paepalantine 

dimer (PAD) isolated from the capitula of P. bromelioides, have stood out as a 

promising substance because of their biological potential. The aim of this study was 

to evaluate the in vitro antibacterial activity of PA and PAD alone and in association 

with different antimicrobials (vancomycin, oxacillin and meropenem) in multiresistant 

strains of Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and 

Pseudomonas aeruginosa  and to evaluate by scanning electron microscopy possible 

morphological changes in strains exposed to inhibitory and subinhibitory 

concentrations of paepalantine and dimer alone and in association with antibacterial 

agents. In all E. faecium strains, PA and PAD alone presented a minimal inhibitory 

concentration (MIC) of 32 μg/mL. The association with vancomycin did not show an 

increase in the activity of this drug. For S. aureus, PA and PAD had good inhibitory 

potential when tested alone (MIC 16 and 8 μg/mL, respectively). The association 

between PA and oxacillin was indifferent in three of the five strains analyzed, while 

the association of the PAD with this drug was synergistic in all of them, with a 

reduction of up to 256 times in MIC. In Gram-negative microorganisms, K. 

pneumoniae and P. aeruginosa, PA and PAD presented weak inhibitory potential 

(MIC> 256 μg/mL) and the association with meropenem did not show an increase in 

their activity. The present study demonstrated activity of PA and PAD only in Gram-

positive bacteria (E. faecium and S. aureus). The association of these isocoumarin, 

especially PAD, with oxacillin presented a relevant synergistic effect, which provides 

perspective to additional studies for development of products with association of 

these substances. In S. aureus, after SEM analysis, it was verified that the 

substances do not act altering the external structure of this microorganism under the 

conditions used in this study. 

 

Key-words: Bacterial-resistance; Paepalantine; Synergism. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

Ao longo dos anos, em todo o mundo, a presença de bactérias 

multirresistentes em ambientes hospitalares tem aumentado consideravelmente, 

causando infecção, principalmente, em pacientes admitidos em unidades de terapia 

intensiva. Tais infecções representam um importante problema de saúde pública, 

não só em termos de morbi-mortalidade, mas também vem acarretando custos 

médicos significativamente elevados, aumento no tempo de hospitalização, com 

consequente diminuição na disponibilidade de leitos, além de favorecer a seleção e 

disseminação de micro-organismos multirresistentes (GISKE et al., 2008; 

HOGBERG; NATHWANI, 2009; HEDDINI; CARS, 2010). Em muitos casos, 

monoterapias são comumente ineficazes frente a organismos multirresistentes e 

muitos tratamentos utilizam terapias associadas com o objetivo de melhorar os 

resultados clínicos, aumentando ainda mais o uso de antibacterianos no ambiente 

hospitalar (TRAUGOTT et al., 2011;TAMMA; COSGROVE; MARAGAKIS, 2012). 

O motor de condução do processo de multirresistência é a pressão seletiva 

que ocorre com o uso em larga escala de antibacterianos nos hospitais e também na 

agropecuária. A resistência a diversas classes de antibacterianos utilizados 

atualmente atinge tanto bactérias Gram-positivas (Staphylococcus spp, 

Enterococcus spp, etc) quanto bactérias Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, etc). Essa situação ameaçadora apela urgentemente a 

um esforço internacional concentrado entre governos, a indústria farmacêutica, 

empresas de biotecnologia e o mundo acadêmico para apoiar o desenvolvimento de 

novos agentes antimicrobianos. Um exemplo de tal esforço foi dado pela Infectious 

Diseases Society of America (IDSA) que promoveu um desafio à comunidade 

científica para o desenvolvimento 10 novos antibacterianos de uso sistêmico, com 

atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, até 2020 

(FEDORENKO et al., 2015). Outro retrato deste esforço foi que em novembro de 

2013 o Presidente dos Estados Unidos da América, Barack Obama, incumbiu o 

Conselho de Consultores da Presidência em Ciência e Tecnologia (PCAST) de 

realizar recomendações práticas e factíveis sobre a melhor maneira de conter o 

aumento da resistência bacteriana. Neste relatório, o PCAST recomenda um 

conjunto de medidas focando em três áreas: i) melhoria da vigilância em relação às 

bactérias resistentes para permitir uma resposta eficaz e controlar surtos; ii) 



2 
 

prolongar a utlização dos antibacterianos atuais, promovendo o uso adequado dos 

mesmos; iii) acelerar o desenvolvimento de novos fármacos antibacterianos 

(PCAST, 2014). 

 Em consonância com a resolução da Organização Mundial da Saúde para a 

promoção do uso racional de antimicrobianos, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) publicou, em outubro de 2010, medidas regulatórias com o 

objetivo de reduzir a exposição da população aos antimicrobianos. A RDC no
 

20/2011 estabeleceu que todas as farmácias devem apenas dispensar 

antimicrobianos mediante apresentação e retenção de receita médica. Com a 

Instrução Normativa no
 01 de 14 de janeiro de 2013, a ANVISA passou a exigir que 

as farmácias e drogarias informem, eletronicamente, a venda de medicamentos e 

substâncias contendo antimicrobianos no Sistema Nacional de Gerenciamento de 

Produtos Controlados (SNGPC) (ANVISA, 2013).  

Ainda sobre esse tema, a ANVISA publicou a Nota Técnica 01/2013 que trata 

de “Medidas de prevenção e controle de infecções por enterobactérias 

multiresistentes”. O documento é abrangente e aborda desde recomendações 

relacionadas à assistência ao paciente colonizado/infectado, até as práticas do 

laboratório de microbiologia específicas para detecção de carbapenemases nas 

diversas bactérias deste grupo. Em 2015, foi divulgada a Nota Técnica 02/2015 que 

trata das “Orientações gerais para a implantação da sub-rede analítica de resistência 

microbiana em serviços de saúde”. Seu objetivo geral é subsidiar ações de vigilância 

e monitoramento da resistência microbiana em serviços de saúde, por meio da 

identificação e tipagem molecular de micro-organismos multirresistentes em 

situações de surtos (ANVISA, 2015). 

O número de novos antibacterianos desenvolvidos e aprovados diminuiu de 

forma constante nas últimas décadas, restringindo as opções para tratamento de 

bactérias multirresistentes (HOGBERG; HEDDINI; CARS, 2010). Entre os anos de 

2010 e 2015, apenas oito novos antibacterianos foram aprovados para uso humano 

pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, porém, a maioria 

desses fármacos foi aprovada para a mesma indicação e apenas um constitui uma 

nova classe de antibacteriano (DEAK et al., 2016).  

O uso de produtos naturais derivados de plantas que tem atividade 

antimicrobiana em associação com antibacterianos tradicionais podem ser 
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alternativas viáveis para a produção de novos fármacos eficazes contra micro-

organismos multirresistentes. De acordo com trabalhos já realizados com algumas 

espécies da família Eriocaulaceae, como P. bromelioides, as principais classes de 

constituintes químicos isolados dessas plantas são: flavonóides, isocumarinas, 

esteróides, entre outras (MOREIRA et al., 2002). A isocumarina paepalantina, 

isolada dos capítulos de P. bromelioides tem se destacado como uma substância 

promissora em função de seu potencial biológico. Estudos anteriores demonstraram 

atividade anti-inflamatória, antibacteriana, antioxidante, citotóxica, entre outras. A 

respeito da atividade antibacteriana, a paepalantina demonstrou significativa 

atividade contra bactérias Gram-positivas abrindo novas possibilidades de avaliação 

sobre esses e outros micro-organismos (DEVIENE et al., 2005). 

Nesse contexto, o Laboratório de Biologia Molecular e Virulência Bacteriana 

(LabCAS), onde foi desenvolvido o presente trabalho, participa, dentro outros, de 

projetos envolvendo prospecção de substâncias naturais e sintéticas que 

apresentem atividade antimicrobiana em bactérias hospitalares. Assim, nesse 

estudo, realizado em parceria com o Laboratório de Triagem Biológica de Produtos 

Naturais, vinculado ao programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas - 

UFES, nos propusemos a analisar a interação entre bactérias multirresistentes com 

paepalantina e seu dímero isoladamente e o possível sinergismo dessas 

substâncias com antibacterianos já utilizados na rotina médica. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Resistência bacteriana 

A resistência bacteriana refere-se à capacidade das bactérias multiplicarem-

se na presença de concentrações de antibacterianos mais altas do que as que 

provêm de doses ministradas em pacientes (WANNMACHER, 2012). Esse processo 

constitui uma ameaça crescente para a saúde pública mundial e requer a adoção de 

medidas por parte de todos os setores governamentais e da sociedade em geral 

(OMS, 2014). 

Em 2011, um grupo de especialistas internacionais reuniu-se para criar uma 

terminologia internacional padronizada para descrever os perfis de resistência 

adquiridos em bactérias frequentemente responsáveis por infecções hospitalares e 

propensas à multirresistência. As descrições propostas foram: MDR (multidrug-

resistant) – os micro-organismos multirresistentes são definidos como aqueles 

resistentes a pelo menos um agente de três ou mais classes de antibacterianos 

distintas; XDR (extensively drug-resistant) – os micro-organismos extensamente 

resistentes são aqueles susceptíveis a pelo menos uma ou duas categorias de 

antibacterianos; PDR (pandrug-resistant) – os pan-resistentes são considerados 

aqueles com resistência comprovada in vitro a todos os antimicrobianos de todas as 

categorias existentes (MAGIORAKOS et al., 2012). 

Infecções por micro-organismos classificados como MDR, XDR e PDR 

acarretam custos médicos significativamente elevados, incluindo necessidade de 

uso de fármacos mais custosos e estadias mais longas em hospitais (Figura 1). Além 

disso, promove o aumento no tempo de tratamento e da morbi-mortalidade dos 

pacientes (GISKE et al., 2008; NATHWANI, 2009; HÖGBERG et al., 2010).  

A evolução de estirpes resistentes é um fenômeno natural que ocorre quando 

os micro-organismos replicam-se erroneamente ou quando genes de resistência são 

trocados entre eles. No entanto, o aumento no uso de antibacterianos, o qual por 

muitas vezes ocorre de forma inapropriada, acelera o aparecimento de estirpes 

resistentes. Além disso, práticas inadequadas de controle de infecção, condições 

sanitárias e manuseio alimentar inadequados incentivam à generalização da 

resistência antimicrobiana (OMS, 2014). 
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Figura 1: Problemas associados aos micro-organismos multirresistentes (MDR), extensamente 
resistentes (XDR) e pan-resistentes (PDR). Fonte: Adaptado de TANWAR et al.(2014) 

 
 

O uso de antibacterianos é de extrema importância para a medicina moderna, 

pois reduz a mortalidade infantil e aumenta a expectativa de vida da população. No 

entanto, o número de infecções causadas por bactérias MDR, XDR e PDR está 

aumentando globalmente, tanto em países desenvolvidos como em 

desenvolvimento, e o surgimento de infecções intratáveis está se tornando uma 

realidade (BLAIR et al., 2014; WHO, 2014). 

Um estudo realizado por Boeckel e colaboradores, em 2014, mostrou que 

entre os anos de 2000 e 2010 o consumo de antibacterianos aumentou em 36%, 

passando de 54 bilhões para 73 bilhões de unidades. Além disso, o Brasil, 

juntamente com outros países em desenvolvimento como Rússia, Índia, China e 

África do Sul, foram responsáveis por 76% desse aumento (Figura 2). A situação é 

agravada ainda, por um declínio substancial em pesquisa e desenvolvimento de 

novos agentes antibacterianos. Desse modo, poucas novas classes de 

antibacterianos são trazidas ao mercado (Figura 3) enquanto as classes mais 

antigas perdem a sua eficácia (Figura 4) (HOGBERG; HEDDINI; CARS, 2010) 
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Figura 2: Consumo mundial de 

padrão (ou seja, comprimido, c

consumo de antibacterianos entre 2000 e 2010. 

 

 

Figura 3: Número de novos antibacterianos 

Adaptado de FRIEDEN (2013). 
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entre 2000 e 2010. Fonte: Adaptado de BOECKEL et al
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Figura 4: Introdução de novos fármacos na prática clínica e o desenvolvimento da resistência 

bacteriana. Fonte: Adaptado de HÖGBERG et al.( 2010). 

  

De acordo com seu mecanismo de ação, os antibacterianos são classificados 

com base no componente celular ou sistema que afetam, como antibacterianos 

indutores da morte celular (fármacos bactericidas) ou como inibidores do 

crescimento celular (fármacos bacteriostáticos). A maioria dos antibacterianos 

bactericidas atuais inibem a síntese de ácidos nucleicos, a síntese da parede celular 

ou a síntese de proteínas (Figura 5) (KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010).  
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Figura 5: Principais alvos dos antibacterianos. Os antibacterianos de maior uso atingem apenas três 

alvos ou vias: os ribossomos (que consistem em subunidades 50S e 30S), síntese da parede celular 

e DNA-RNA. Fonte: Adaptado de LEWIS (2013). 

 

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibacterianos, 

como também podem adquirir essa resistência através de mutações nos genes 

cromossômicos e por transferência horizontal de genes, através de elementos 

genéticos móveis (BLAIR et al., 2015). 

A resistência intrínseca de uma espécie bacteriana a um antibacteriano em 

particular é a capacidade de resistir à ação do referido antibacteriano como 

resultado das características estruturais ou funcionais inerentes. A ausência de um 

alvo susceptível e diferenças na composição da membrana citoplasmática ou parede 

celular (como entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas) são exemplos de 

características intrínsecas das bactérias que podem levar a uma ação ineficaz de 

determinado antibacteriano (BLAIR et al., 2014).  

Além da resistência intrínseca, as bactérias podem adquirir ou desenvolver 

resistência aos antibacterianos. Isto pode ser mediado através de vários 

mecanismos, que podem ser divididos em três grupos principais: 1) aqueles que 

minimizam as concentrações intracelulares do fármaco como resultado de uma fraca 

penetração na bactéria ou de efluxo; 2) aqueles que modificam o alvo do fármaco 
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por mutação genética ou modificação pós-transcricional; 3) aqueles que inativam o 

fármaco por hidrólise ou modificação em sua estrutura (BLAIR et al., 2014). Os 

principais tipos de mecanismos clinicamente relevantes de resistência aos 

antibacterianos estão representados na Figura 6. 

 

 

Figura 6: Principais mecanismos de resistência das bactérias aos antibacterianos. Fonte: Adaptado 

de LEWIS (2013). 

 

2.2 Principais bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar 

 

No Brasil, conforme a Portaria n.º 2.616 de 12 de maio de 1998, infecção 

hospitalar é definida pelo Ministério da Saúde como qualquer infecção adquirida 

após admissão do paciente no hospital e que se manifeste durante a internação ou 

após a alta, quando puder ser relacionada com a internação ou com os 

procedimentos hospitalares. São também consideradas hospitalares aquelas 

infecções manifestadas antes de 72 horas da internação, quando associadas a 

procedimentos de diagnóstico e/ou terapêuticos realizados depois da mesma 

(BRASIL, 1998). 

Diferentes micro-organismos como bactérias, fungos e vírus causam 

infecções hospitalares. No entanto, o grupo de patógenos que se destaca é o das 

bactérias (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE; AGÊNCIA NACIONAL DE 



10 
 

VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2004). As bactérias mais prevalentes em infecções 

hospitalares são: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa (BACCHI et al., 2014) e 

estão envolvidas principalmente em pneumonias, infecções da corrente sanguínea, 

infecções do trato urinário, infecções de cateter venoso central e infecções de sítio 

cirúrgico (MENEGUETI et al., 2015).  

Embora a resistência aos antibacterianos possa ser um problema em uma 

ampla gama de bactérias, um número limitado tem sido descrito como sendo 

particularmente importante clinicamente. Esses incluem Enterococcus spp., 

Staphylococcus spp, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella spp, Enterobacter spp, 

Escherichia coli, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (HÖGBERG 

et al., 2010).  

A Rede Nacional de Monitoramento e Controle da Resistência Microbiana em 

Serviços em Saúde (Rede RM), criada pela ANVISA, publicou, no ano de 2015, a 

distribuição dos micro-organismos notificados como agentes etiológicos de infecção 

primária da corrente sanguínea (IPCS) associada ao uso de cateter venoso central 

(CVC) em pacientes adultos hospitalizados em UTIs, sendo o Staphylococcus 

coagulase- negativo (SCN) o mais prevalente (17,0 %), seguido de S. aureus 

(14,5%) e K. pneumoniae (14,2%) (Figura 7):  

 

 
Figura 7: Distribuição dos micro-organismos notificados como agentes etiológicos de infecções de 

corrente sanguínea relacionada a uso de cateter venoso em pacientes adultos hospitalizados em 

UTIs em 2014. SCN: Staphylococcus coagulase-negativo. Fonte: ANVISA (2015). 
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2.2.1Principais bactérias Gram-positivas multirresistentes 

 

Enterococcus 

 

Enterococcus são cocos Gram-positivos, anaeróbios facultativos, com formato 

oval e que formam cadeias de vários comprimentos. Apresentam grande 

versatilidade e podem sobreviver em condições adversas, como em uma ampla faixa 

de temperatura (10 - 45°C) e pH (4,6 - 9,9) e na presença de altas concentrações de 

cloreto de sódio (NaCl) e sais biliares. Portanto, existem poucas condições que 

possibilitam a inibição de seu crescimento (ARIAS; MURRAY, 2012; MURRAY, 

2014).  

Os Enterococcus geralmente exibem baixos níveis de virulência, como 

evidenciado por sua presença como colonizadores naturais do trato gastrointestinal 

na maior parte dos seres humanos e animais e pelo fato de terem sido utilizados 

com segurança durante décadas como probióticos em seres humanos e animais 

(ARIAS; MURRAY, 2012). 

Enterococcus tornou-se um grande problema em pacientes hospitalizados, 

sendo uma importante causa de infecções do trato urinário, sítios cirúrgicos, 

bacteremia e endocardite (SHOKOOHIZADEH et al., 2013; MURRAY, 2014). Dentre 

os Enterococcus, as cepas resistentes à vancomicina (VRE) tem se destacado nas 

últimas duas décadas em todo o mundo devido a limitações nas opções clínicas 

disponíveis para o tratamento de infecções causadas por esses agentes (SUJATHA; 

PRAHARAJ, 2012). Dados do Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos 

Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) mostraram que 

ocorrem anualmente 66.000 infecções por Enterococcus, sendo cerca de 30% 

causadas por VRE, com 1.300 mortes por ano (FRIEDEN, 2013).  

VRE pertencente à espécie E. faecium foi descrito pela primeira vez em 

isolados clínicos na Inglaterra e na França em 1986 (LECLERCQ  et al., 1989). No 

ano de 2002, houve uma disseminação mundial de VRE, aumentando a ameaça de 

colonização e infecção por essa bactéria. Atualmente, 54 espécies diferentes e duas 

subespécies de Enterococcus foram descritos, sendo E. faecalis e E. faecium as 

espécies de maior relevância clínica (CRANK; O’DRISCOLL, 2015). Normalmente, 

E. faecalis são mais patogênicos que espécies de E. faecium, no entanto E. faecium 

apresentam maior resistência aos antibacterianos (CRANK; O’DRISCOLL, 2015). 
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Os Enterococcus são intrinsecamente resistentes a muitos antibacterianos 

comumente utilizados (p. ex., oxacilina, cefalosporinas) ou possuem genes de 

resistência adquirida (p. ex., aminoglicosídeos, vancomicina) (MURRAY, 2014). 

VREs apresentam ampla heterogeneidade, tanto fenotípica quanto genotípica, 

sendo que vários genes responsáveis pelo fenótipo de resistência à vancomicina já 

foram relatados (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG,vanL, vanM e vanN), 

conforme descrito na Tabela 1 (SUJATHA; PRAHARAJ, 2012). Além de exibirem 

uma grande variedade de mecanismos de resistência, possuem também notável 

plasticidade em seu genoma e utilizam plasmídeos, transposons e sequências de 

inserção para alcançar de forma eficiente a transferência de elementos genéticos 

móveis, facilitando a disseminação de genes de resistência (CATTOIR; LECLERCQ, 

2013; CRANK; O’DRISCOLL, 2015).  

 

Tabela 1: O "Alfabeto Van": fenótipos e genótipos de Enterococcus resistentes à vancomicina. 
Fonte: Adaptado de SUJATHA e PRAHARAJ (2012) 

Fenótipo Genótipo Resistência aos glicopeptídeos 
Tipo de 

Resistência 

VanA (comumente em  E. 
faecalis e E. faecium)    

vanA 

Resistência a altos níveis de vancomicina                      
CMI: 64 - ≥ 1000 µg/mL; 
Resistência a altos níveis de teicoplanina                     
CMI: 16-512 µg/mL   

Resistência a altos 
níveis induzível 

VanB (comumente em E. 
faecalis e E. faecium) 

vanB 
Resistência a altos níveis de vancomicina                        
CMI 4 - 512 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina: CMI ≤ 0,5 µg/mL 

Resistência a altos 
níveis induzível 

VanC (E. gallinarum,     E. 
casseliflavus, E. flavescens) 

 vanC1, vanC2, 
vanC3 

Resistência a baixos níveis de vancomicina                    
CMI 2 - 32 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina: CMI ≤ 0,5 µg/mL 

Resistência a baixo 
nível - constitutiva 

VanD  vanD 

Resistência moderado-alto níveis de vancomicina           
CMI 64-256 µg/mL; 
Resistência a baixos níveis de teicoplanina                 
CMI 4-32 µg/mL  

Resistência induzível 

VanE  vanE 
Resistência a baixo nível de vancomicina                         
CMI 16 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina: CMI ≤ 0,5 µg/mL 

Resistência induzível 

VanG vanG 
Resistência a baixos níveis de vancomicina                         
CMI < 16 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina: CMI ≤ 0,5 µg/mL 

Resistência induzível 

VanL vanL 
Resistência a baixos níveis de  vancomicina                           
CMI 8 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina 

Resistência induzível 

VanM vanM 
Resistência a altos níveis de vancomicina                             
CMI > 256 µg/mL; 
Resistência a altos níveis de teicoplanina 

Resistência induzível 

VanN vanN 
Resistência a baixos níveis de vancomicina                             
CMI 16 µg/mL; 
Sensível a teicoplanina CMI ≤ 0,5 µg/mL 

Resistência 
constitutiva 

 

Devido aos múltiplos mecanismos de resistência encontrados em VRE, as 

opções de tratamento são limitadas. Os agentes recomendados para este fim, a 

linezolida e a quinupristina/dalfopristina (exceto em E. faecalis) são as poucas 
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opções de tratamento disponíveis atualmente (CRANK; O’DRISCOLL, 2015; 

SHOKOOHIZADEH et al., 2013). Entretanto, Enterococcus não susceptíveis à 

linezolida já foram relatados (O’DRISCOLL et al., 2015) e o mecanismo de 

resistência mais comum deve-se a mutações no domínio V do gene rRNA 23S 

(NTOKOU et al., 2012; MENDES; DESHPANDE; JONES, 2014).  

 

Staphylococcus  

 

Staphylococcus são cocos Gram-positivos, os quais se apresentam dispostos 

em forma de “cachos de uvas”. A maioria dos Staphylococcus possui um diâmetro 

variando entre 0,5 e 1,5 µm e são capazes de crescer em condições aeróbicas e 

anaeróbicas. Além disso, possuem capacidade de crescimento em concentrações 

elevadas de sal (NaCl 10%) e temperaturas variadas (18-40°C) (MURRAY, 2014).  

Dentre os Staphylococcus, S. aureus é uma bactéria de significativa 

importância, devido a sua capacidade de causar uma ampla gama de doenças e se 

adaptar a diversas condições ambientais. Essa bactéria coloniza, normalmente, a 

pele e o nariz, tanto em humanos como em animais (BATABYAL; KUNDU; BISWAS, 

2012; GREMA, 2015). No entanto, podem causar infecções principalmente na pele e 

em tecidos moles. Seus fatores de virulência incluem componentes estruturais que 

facilitam a adesão aos tecidos do hospedeiro e evitam a fagocitose (cápsula, ácido 

teicóico e proteína A), uma variedade de enzimas hidrolíticas (coagulase, 

hialuronidase, fibrinolisinas, lipases e nucleases) e toxinas (citotoxinas, toxinas 

esfoliativas, enterotoxinas e toxina 1 da síndrome do choque tóxico) (MURRAY, 

2014). As principais doenças causadas por S. aureus são foliculite, furúnculos, 

carbúnculos, impetigo, infecções de feridas e síndrome da pele escaldada. Infecções 

mais graves incluem bacteremia, pneumonia, endocardite, infecções ósseas e 

articulares e síndrome do choque tóxico (PEACOCK; PATERSON, 2015). 

A penicilina e seus derivados, incluindo a meticilina, foram extensivamente 

utilizados para tratamentos das infecções causadas por S. aureus. No entanto, 

estirpes de S. aureus desenvolveram resistência à esses antibacterianos, sendo 

denominados desse modo como Staphylococcus aureus resistentes à meticilina 

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA) (GORDON, LOWY, 2008; 

DAVID; DAUM, 2010; KÖCK et al., 2010; BATABYAL; KUNDU; BISWAS, 2012; 

WENDLANDT, SCHWARZ, SILLEY, 2013). 
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Nos últimos anos, infecções por MRSA associado à comunidade (CA-MRSA) 

surgiram em todo o mundo (KANG; SONG, 2013). Tais isolados estavam 

relacionados à presença da Leucocidina de Panton-Valentine (PVL). A produção da 

PVL está associada à pneumonia necrosante, uma doença grave. Essa toxina se 

liga a membrana plasmática de polimorfonucleares, monócitos e macrófagos 

promovendo a abertura de canais de cálcio o que leva ao influxo do mesmo, indução 

de mediadores da inflamação e apoptose ou necrose (CUPANE et al., 2012). 

No Brasil, em julho de 2006, a Rede Nacional de Monitoramento de 

Resistência Microbiana em Serviços de Saúde (Rede RM) iniciou o monitoramento 

do perfil de sensibilidade de agentes prioritários de infecções primárias de corrente 

sanguínea em pacientes de terapia intensiva. Até junho de 2008, 97 hospitais 

participaram de alguma forma no envio mensal de dados. Entre os 2.406 micro-

organismos do gênero Staphylococcus testados para oxacilina/meticilina, foi 

verificada a sensibilidade em apenas 20% dos Staphylococcus coagulase-negativo 

(N=1483) e em 39% dos S. aureus (N=897) nos 24 meses do monitoramento, 

variando entre 36% (jul-dez/2007) e 42% (jan-jun/2007). Os menores níveis de 

sensibilidade dos S. aureus à oxacilina foram observados nas Regiões Norte (27% 

N=15) e Centro-Oeste (28% N=47), sendo semelhantes para as regiões Nordeste 

(39% N=230), Sudeste (41% N=554), e Sul (42% N=77), conforme esquematizado 

na Figura 8. 

 

 

Figura 8. Taxas de resistência à meticilina em Staphylococus aureus isolados de infecções primárias 
de corrente sanguínea por região geográfica em pacientes em terapia intensiva durante o período de 
2006 a 2008, notificadas pelos Hospitais Colaboradores da Rede de Monitoramento da Resistência 
Microbiana em Serviços da Saúde (Rede RM). Legenda: CO – região Centro-Oeste; N – região Norte; 
NE – região Nordeste; S – região Sul; SE – região Sudeste; BR – Brasil. Fonte: Rede RM, 2008. 
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Dados do CDC dos Estados Unidos, mostram que somente no ano de 2011 

ocorreram 80.461 infecções por MRSA com consequentes 11.285 mortes 

(FRIEDEN, 2013).  

A resistência à meticilina é desenvolvida através da aquisição do elemento 

genético móvel SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec), que alberga 

o gene mecA, que codifica a proteína de ligação à penicilina alterada (PBP2a) sem 

afinidade pelo fármaco. Atualmente, existem descritos 11 tipos distintos de SCCmec, 

classificados de I ao XI (http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html, 

acessado em outubro de 2016), os quais diferem na combinação do tipo de 

complexo de genes ccr e na classe de complexo de genes mec presentes no 

cassete (VALLE et al., 2016). Estudos tem demonstrado que cepas de MRSA 

hospitalares contêm principalmente cassetes SCCmec do tipo I, II e III, enquanto 

cepas adquiridas na comunidade contém, principalmente, os cassetes tipo IV e V 

(LAKSHMI, 2015; CAVALCANTE et al., 2014). 

MRSA pode também adquirir resistência a agentes antimicrobianos 

alternativos, complicando ainda mais o tratamento de infecções. Esta resistência 

envolve a vancomicina, a qual é considerada como uma das principais opções de 

tratamento para infecções graves por MRSA (PEACOCK; PATERSON, 2015). No 

Brasil, um estudo realizado em São Paulo detectou a primeira amostra clínica de 

VRSA em nosso país, designado BR-VRSA. Essa amostra era inicialmente um 

MRSA sensível à vancomicina, que durante a antibioticoterapia adquiriu o gene de 

resistência vanA. Amostra de swab retal do paciente indicou colonização com E. 

faecalis resistente à vancomicina (VREf). Hemoculturas foram positivas para dois 

isolados de MRSA, sendo um resistente tanto para vancomicina (CMI >32 µg/mL) 

quanto para teicoplanina (CMI 32 µg/mL). Estudos moleculares e filogenéticos 

detectaram que o MRSA apresentava SCCmecIV e ST 8. O plasmídeo chamado 

pBRZ01 mostrou-se geneticamente semelhante ao plasmídeo australiano 

(pWBG745) associado a cepas de S. aureus adquiridos na comunidade (CA-MRSA). 

Além disso, também apresentou sequências idênticas à plasmídeos típicos de E. 

faecalis. A presença e disseminação de MRSA associado a comunidade contendo 

vanA poderá tornar-se um sério problema de saúde pública (ROSSI et al., 2014). 
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2.2.2 Principais bactérias Gram-negativas multirresistentes 

 

 Enterobactérias 

A família Enterobacteriaceae é o maior e mais heterogêneo grupo de bacilos 

Gram-negativos com importância clínica e apresenta mais de 50 gêneros e centenas 

de espécies e subespécies. Apesar da complexidade desta família, a maioria das 

infecções humanas são causadas por relativamente poucas espécies, as quais 

incluem principalmente: Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, 

Klebsiella spp, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Serratia 

marcescens, Shigella spp. e Yersinia spp. (MURRAY, 2014). 

Membros da família Enterobacteriaceae são encontrados universalmente na 

natureza, além de fazerem parte da microbiota intestinal normal de diversos animais, 

incluindo os seres humanos. Eles produzem uma grande variedade de doenças em 

seres humanas, incluindo infecções do trato urinário, septicemia, além de infecções 

intestinais (WINN et al, 2008). Alguns micro-organismos (por exemplo: Salmonella 

Typhi, Shigella, Yersinia pestis) estão sempre associados com doença em seres 

humanos, enquanto outros (por exemplo: Escherichia coli e Proteus mirabilis) fazem 

parte da microbiota comensal normal e podem causar infecções oportunistas 

(MURRAY, 2014). Apesar de fazer parte da microbiota comensal humana, algumas 

enterobactérias podem adquirir genes de virulência presentes em plasmídeos ou 

bacteriófagos, tais como os que conferem resistência aos antibacterianos. A 

produção de beta-lactamases é o principal mecanismo de resistência das 

enterobactérias aos beta-lactâmicos, como as chamadas beta-lactamases de 

espectro estendido (ESBL), que possuem a capacidade de hidrolisar penicilinas, 

cefalosporinas e monobactâmicos (OLIVEIRA; VAN DER SAND, 2016). 

Carbapenêmicos são agentes antibacterianos de largo espectro, considerado última 

linha terapêutica para muitas infecções bacterianas graves. Entretanto, a crescente 

difusão de carbapenemases foi observada em todo o mundo e é uma das principais 

questões em medicina, deixando os clínicos com poucas opções de tratamento 

(NORDMANN et al., 2012). Esses organismos produtores de carbapenemases são 

referidos como enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos (CRE), pois são 

resistentes a esse e a quase totalidade de classes de antibacterianos beta-

lactâmicos disponíveis atualmente (FRIEDEN, 2013). 
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Tabela 2: Classificação das beta-lactamases. Fonte:  Adaptado de BUSH e FISHER (2011). 

Grupo Funcional  
Classe 

Molecular 
Exemplos Características 

1 C 
AmpC de P. aeruginosa e 
E.coli, CMY-2, FOX-1, 
MIR-1,P99 

Hidrólise de cefalosporinas e cefamicinas. Não são inibidas 
por ácido clavulânico e tazobactam. Alta afinidade pelo 
aztreonam. 

1e C GC1, CMY-37 
Hidrólise de penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas de amplo 
espectro e monobactâmicos. Não são inibidas por ácido 
clavulânico e tazobactam. 

2a A 
PC1 e outras 
penicilinases de 
Staphylococcus 

Hidrólise eficiente de penicilinas. Inibidas por ácido 
clavulânico e tazobactam. 

2b A 
SHV-1, TEM-1,TEM-2, 
TLE-1 (TEM-90) 

Hidrólise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das 
primeiras gerações. Inibidas por ácido clavulânico e 
tazobactam. 

2be A 

ESBLs: CTX-M-15, CTX-
M-44, PER-1, SFO-1, 
SHV-5, TEM-10, TEM26, 
VEB-1 

Hidrólise de penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e 
monobactâmicos. Inibidas por ácido clavulânico e 
tazobactam. 

2br A 
TEM-30,TEM-76, TEM- 
103, SHV-10, SHV-26. 

Hidrólise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das 
primeiras gerações. Não são bem inibidas por ácido 
clavulânico. 

2ber A 
TEM-50, TEM-68, TEM-
89 

Hidrólise de penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos. São 
pouco inibidas por ácido clavulânico e tazobactam. 

2c A PSE-1, CARB-3 
Hidrólise eficiente de carbenicilina. Inibidas por ácido 
clavulânico. 

2d D OXA-1, OXA-10 
Hidrólise eficiente de cloxacilina ou oxacilina. Nem sempre 
inibidas por ácido clavulânico. 

2de D OXA-11, OXA-15 
Hidrólise de penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro. 
Nem sempre inibidas por ácido clavulânico. 

2df D OXA-23, OXA-48 
Hidrolise de carbapenêmicos e cloxacilina ou oxacilina. Nem 
sempre inibidas por ácido clavulânico. 

2e A CepA 
Hidrólise eficiente de cefalosporinas. Inibidas por ácido 
clavulânico e tazobactam, mas não por aztreonam. 

2f A 
IMI-1, KPC-2, KPC-3, 
SME-1, GES-2 

Hidrólise de carbapenêmicos, cefalosporinas, penicilinas e 
cefamicinas. São pouco inibidas por ácido clavulânico e 
tazobactam. 

3a B IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1 
Hidrólise de todos os beta-lactâmicos exceto 
monobactâmicos. Inibidas por EDTA e quelantes de metais, 
não inibidas por ácido clavulânico e tazobactam. 

3b B CphA, Sfh-1 
Hidrólise preferencial de carbapenêmicos. Inibidas por EDTA 
e quelantes de metais, não inibidas por ácido clavulânico e 
tazobactam. 

4 ND 
 

Enzimas não sequenciadas, que não são categorizadas em 
outros grupos. 

  ND: não determinado. 

  

As enzimas beta-lactamases, já foram classificadas de diferentes formas 

desde sua descoberta. A classificação de Ambler é baseada na estrutura molecular 

(homologia na sequencia de aminoácidos), estando dividida em quatro classes, 

denominadas A, B, C e D. As enzimas do grupo A, C e D são as serino-beta-
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lactamases, ou seja, possuem o aminoácido serina no sítio ativo da enzima; 

enquanto que as enzimas da classe B possuem Zinco (Zn2+) no sítio ativo, sendo 

consideradas metalo-beta-lactamases (AMBLER, 1980). 

Atualmente, a classificação de Bush, Jacoby e Medeiros é a mais aceita. Ela 

correlaciona as funções e características estruturais e bioquímicas resultando em 

quatro grupos funcionais (grupos de 1 a 4), com vários subgrupos no grupo 2 que 

são diferenciados de acordo com o substrato preferencial, características estruturais 

e propriedades inibitórias (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995). A correspondência 

entre essas duas classificações foi atualizada em 2010 por Bush e Jacoby (BUSH; 

JACOBY, 2010). A Tabela 2 mostra a classificação atual das beta-lactamases. 

Dados do CDC dos Estados Unidos estimam que ocorram anualmente cerca 

de 9.300 infecções associadas aos cuidados de saúde causadas por CRE. Desse 

total, até metade das infecções levam à morte dos pacientes (FRIEDEN, 2013).  

No grupo das Enterobactérias, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae 

destacam-se como as espécies mais comumente relacionadas com a produção de 

beta-lactamases (OLIVEIRA et al., 2009). A propagação mundial das 

carbapenemases da classe A (KPC) e da classe B (VIM, IMP, NDM) nessas 

enterobactérias foi o prenúncio dos patógenos denominados pan-resistentes (CAG 

et al., 2016). Pacientes com infecções por CRE são tratados com antibacterianos de 

último recurso, como a colistina e a polimixina B (ZOWAWI et al., 2015). Entretanto, 

em novembro de 2015, foi relatado a detecção de um mecanismo de resistência à 

colistina por meio de plasmídeos, relacionado ao gene denominado mcr-1 (mobile 

colistin resistance), produtor de uma enzima responsável pela resistência a esse 

fármaco. O impacto clínico desse relato é que pelo fato do gene mcr-1 estar 

localizado em um plasmideo, a disseminação da resistência pode ser compartilhada 

entre bactérias (LIU et al., 2015). Bacilos Gram-negativos resistentes à colistina já 

foram descritos em várias partes do mundo, inclusive no Brasil (FERNANDES et al., 

2016). 

K. pneumoniae pode ser amplamente encontrada águas superficiais, esgotos, 

solo e até mesmo sobre plantas, enquanto que no hospedeiro humano pode ser 

localizada na nasofaringe e no trato intestinal (JESUS et al., 2015). Esse patógeno é 

comumente implicado em surtos hospitalares em vários países ao redor do mundo, 

com uma propensão para a resistência aos antibacterianos (ARNOLD et al., 2011).  
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O aumento da incidência de K. pneumoniae produtora da enzima 

carbapenemase do tipo KPC em todo o mundo (Figura 9) tem se tornado 

significativo para a saúde pública, pois infecções causadas por esse patógeno estão 

associadas com falha terapêutica, aumento de custos, do tempo de internação e alta 

mortalidade dos pacientes acometidos (22-72%) (ARNOLD et al., 2011; GUPTA et 

al., 2011; LEE; BURGESS, 2012; TIJET et al., 2014; TUMBARELLO et al., 2014). 

Somente no ano de 2011 nos Estados Unidos, ocorreram cerca de 7.900 infecções 

por K. pneumoniae produtoras de carbapenemases, com consequentes 520 mortes 

(FRIEDEN, 2013). 

 

 

Figura 9: A) Distribuição geográfica mundial de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase 

tipo KPC. Sombreamento cinza indica regiões mostradas separadamente: B) distribuição nos Estados 

Unidos; C) distribuição na Europa; D) distribuição na China. Fonte: Adaptado de NORDMANN et al. 

(2011). 

 

Os principais grupos de risco para infecções por K. pneumoniae incluem 

pacientes com idade avançada, com quadros graves, que realizaram tratamentos 

anteriores com antibacterianos, que realizaram transplante de órgãos ou de células-

tronco e sob ventilação mecânica (ARNOLD et al., 2011). Nesses pacientes, K. 

 

Isolados únicos de KPC 

 

Vários Surtos de KPC 

 

Endemicidade de KPC 
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pneumoniae pode causar diversos tipos de infecções incluindo pneumonia, 

infecções da corrente sanguínea, infecções de feridas e ou de sítios cirúrgicos e 

meningite (SHON; BAJWA; RUSSO, 2013). 

 

  Bacilos Gram-negativos não fermentadores  

 

Bacilos Gram-negativos não fermentadores (BGNNF) são amplamente 

distribuídos na natureza e são altamente associados a infecções hospitalares 

oportunistas graves, principalmente em pacientes imunocomprometidos (MESAROS 

et al., 2007; PEREZ et al., 2007). BGNNF apresentam resistência intrínseca a vários 

antimicrobianos disponíveis. Além disso, apresentam grande capacidade de adquirir 

genes de resistência por transferência horizontal (PATERSON, 2006).  

A relevância clínica de infecções associadas aos BGNNF multirresistentes é 

caracterizada pela sua natureza oportunista e seu tratamento e controle serem 

trabalhosos e onerosos (FURTADO et al., 2006). Essas infecções são, 

frequentemente, encontradas em pacientes sob cuidados intensivos com sintomas 

de pneumonia associada à ventilação mecânica, fibrose cística, infecções cutâneas, 

bacteremia relacionada a cateter venoso central e infecções do trato urinário (RICE, 

2006). 

Entre os BGNNF, Pseudomonas e Acinetobacter são os principais gêneros 

associados às infecções hospitalares e são bem conhecidos pela sua capacidade de 

expressar vários mecanismos de resistência aos antibacterianos, tais como, a 

produção de beta-lactamases, modificação das proteínas de membrana externa 

(porinas) e bombas de efluxo. A produção de beta-lactamases constitui o principal 

mecanismo de resistência dos BGNNF do ponto de vista epidemiológico, incluindo a 

produção de serina e metalo-beta-lactamase, que estão relacionadas com a 

resistência aos carbapenêmicos (BONOMO; SZABO, 2006). Metalo-beta-lactamases 

conferem resistência a todos os beta-lactâmicos, com exceção dos 

monobactâmicos, são caracterizados pela hidrólise eficiente dos carbapenêmicos, 

resistem à ação de inibidores de beta-lactamases, e são sensíveis a ação de 

quelantes, como o EDTA (TADA et al., 2015). 

Pseudomonas aeruginosa é um importante patógeno relacionado a infecções 

hospitalares. A sua patogênese se deve a múltiplos fatores de virulência, tais como: 

adesinas, lipopolissacarídeo, cápsula de alginato, biofilme, toxinas e enzimas 
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diversas (exotoxina A, piocianina, pioverdina, proteases, elastases, fosfolipase C e 

exoenzimas S e T) (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009; MURRAY, 2014).  

Dados do CDC mostram que ocorrem anualmente nos Estados Unidos 51.000 

infecções por P. aeruginosa associadas aos cuidados de saúde, sendo mais de 

6.000 desse total (cerca de 13%) causado por cepas multirresistentes, com 

consequentes 400 mortes por ano (FRIEDEN, 2013). 

P. aeruginosa possui resistência intrínseca a muitos antibacterianos incluindo 

alguns beta-lactâmicos, carbapenêmicos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, 

polimixinas e/ou podem sofrer mutações tornando-se resistentes durante o 

tratamento. Dentre os vários mecanismos de resistência, a mutação de proteínas 

porinas é de extrema importância, pois restringe o fluxo de antimicrobianos para o 

interior da célula (FRIEDEN, 2013; LIAKOPOULOS et al., 2013). Desse modo, há 

um aumento na frequência do aparecimento de estirpes multirresistentes, com 

consequente redução significativa das opções terapêuticas (LISTER; WOLTER; 

HANSON, 2009). Os carbapenêmicos são, geralmente, usados para tratar infecções 

graves provocadas por esses microrganismos. No entanto, nos últimos anos, houve 

um aumento na resistência a esses compostos, o qual foi observado em nível 

mundial (Figura 10) (HONG et al., 2015). 

 

Figura 10: Distribuição geográfica de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenêmicos. A 
maioria dos isolados foi coletada entre 2009-2011 com as seguintes exceções: Chile (2005), Quênia 
(2006 a 2007), e África do Sul (2006). As áreas brancas indicam que não há dados disponíveis 
publicados para essas regiões. Fonte: HONG et al. (2015). 
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Elevadas taxas de resistência aos carbapenêmicos tem sido relatadas nos 

hospitais brasileiros e a disseminação de um clone predominante, produtor de SPM-

1 (São Paulo Metalo-beta-lactamase) já foi descrito em vários Estados. SPM-1 é 

uma metalo-beta-lactamase capaz de hidrolizar todos os antibacterianos beta-

lactâmicos com exceção do aztreonam. Essa enzima foi identificada primeiramente 

em São Paulo e é considerada endêmica no Brasil (ROSSI, 2011; FONSECA et al., 

2015). 

O gênero Acinetobacter é amplamente distribuído na natureza e, geralmente, 

ocorre no solo e na água. Durante as últimas décadas, tem sido cada vez mais 

reconhecido como um patógeno importante em infecções hospitalares, 

destacadamente, em pneumonia associada à ventilação mecânica, infecções da 

corrente sanguínea, de pele e tecidos moles, meningite e do trato urinário 

(BERGOGNE-BÉRÉZIN; TOWNER, 1996; PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008). A 

espécie que é mais comumente envolvida em infecções hospitalares é A. baumannii 

e estudos tem relatado a ocorrência de A. baumannii MDR e até mesmo PDR em 

hospitais (DIJKSHOORN, NEMEC, SEIFERT, 2007; MIRHOSEINI et al., 2016).  

Ao longo dos últimos 10 anos, em todo o mundo, carbapenemases foram 

relatadas cada vez mais frequentemente em espécies Acinetobacter (KIM et al., 

2014) (Figura 11).  

 

Figura 11: Epidemiologia global da resistência aos carbapenêmicos em Acinetobacter. Fonte: 
Adaptado de KIM et al. (2014). 
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O mecanismo mais importante de resistência aos carbapenêmicos em A. 

baumannii é a hidrólise enzimática desses fármacos pelas beta-lactamases, 

incluindo as da classe A (TEM, SHV e GES), classe B (IMP, VIM, e SIM), classe C 

(AmpC) e a classe D (OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-51-like, e OXA-58-like) (ZHAO 

et al., 2015). Resistência a aminoglicosídeos em A. baumannii é mediada, 

principalmente, pela produção de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos 

(AMEs). As AMEs mais frequentes em A. baumannii são AAC(6')-Ib e AAC (6')-II 

(NEMEC et al., 2004; PELEG, SEIFERT, PATERSON, 2008). Somada a esses 

mecanismos de resistência, a perda da permeabilidade da membrana devido a 

alterações de porinas específicas, constitui um mecanismo intrínseco de resistência 

aos carbapenêmicos em A. baumannii (FONSECA et al., 2013). Dados do CDC dos 

Estados Unidos estimam que cerca de 12.000 infecções associadas aos cuidados 

hospitalares são causadas atualmente por Acinetobacter baumannii, sendo cerca de 

63% desse total resistentes aos carbapenêmicos (FRIEDEN, 2013).  

Diante da ampla gama de problemas ocasionados por bactérias 

multirresistentes, fica evidente que se faz necessário o desenvolvimento de novas 

opções terapêuticas para tratamento de infecções causadas por esses micro-

organismos. 

 

2.3 Novas alternativas para tratamento de bactérias multirresistentes  

2.3.1 Novos antibacterianos aprovados 

Os antimicrobianos revolucionaram o tratamento de doenças infecciosas, no 

entanto, o desenvolvimento de novos antimicrobianos é complicado e trabalhoso, 

pois além de exigir anos de pesquisas, é extremamente dispendioso para as 

indústrias farmacêuticas (QUEIROZ et al., 2012). 

A sensibilidade reduzida, a questão tolerância/toxicidade e o fato da grande 

maioria ser bacteriostático ou bactericida lento, são os principais desafios 

relacionados aos antimicrobianos disponíveis atualmente. Dessa forma, na tentativa 

de superar esses problemas buscam-se novas opções terapêuticas (QUEIROZ et 

al., 2012). Com o crescente aumento da prevalência de bactérias multirresistentes e 

as poucas opções terapêuticas, alguns antibacterianos em desuso há anos 

(colistina, fosfomicina, temociclina, rifampicina) foram resgatados para a prática 

clínica, visando enfrentar esse problema de saúde pública, em especial entre os 

Gram-negativos (TANEJA, KAUR, 2016). 
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Dentre os antimicrobianos desenvolvidos nas últimas décadas e liberados pela 

FDA para o tratamento de infecções causadas por micro-organismos 

multirresistentes podem ser citados: linezolida (2000), cefditoreno pivoxil (2001), 

ertapenem (2001), daptomicina (2003), telitromicina (2004), tigeciclina (2005), 

doripenem (2007), ceftarolina (2010) dentre outros (QUEIROZ et al., 2012). 

 

Tabela 3: Novos antibacterianos aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) entre os 
anos de 2010-2015. Fonte: Adaptado de DEAK et al. (2016). 

Antibacteriano Data de 
 aprovação 

Classe do 
antibacteriano                    

(ano de descoberta) 

Novo 
mecanismo de 

ação 
Indicações 

Atividade in vitro 
sobre ESKAPE 

Ceftaroline 29/10/2010 cefalosporina (1928) não 
infecção  aguda de 

pele 
sim 

Fidaxomicina 27/05/2011 macrolídeo (1948) não 
Clostridium difficile 

e prevenção de 
recorrências 

não 

Bedaquilina 28/12/2012 diarilquinolina (1997) sim 
tuberculose 

pulmonar causada 
por MDR 

não 

Dalbavancina 23/05/2014 
lipoglicopeptídeo 

(1953) 
não 

infecção  aguda de 
pele 

não 

Tedizolida 20/06/2014 oxazolidinona (1955) não 
infecção  aguda de 

pele 
não 

Oritavacina 06/08/2014 glicopeptídeo (1953) não 
infecção  aguda de 

pele 
não 

Ceftolozane-
tazobactam 

19/12/2014 
cefalosporina (1928) + 

inibidor de beta-
lactamase 

não 
infecção intra-

abdominal/infecção 
urinária complicada 

sim 

Ceftazidima-
avibactam 

25/02/2015 
cefalosporina (1928) + 

inibidor de beta-
lactamase 

não 
infecção intra-

abdominal/infecção 
urinária complicada 

sim 

ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter. 
MDR: Multidroga resistente. 
 

 Segundo Deak e colaboradores (2016), entre os anos de 2010 e 2015 apenas 

oito novos antibacterianos foram aprovados para uso humano pela FDA dos Estados 

Unidos: ceftaroline, fidaxomicina, bedaquilina, dalbavancin, tedizolida, oritavancina, 

ceftolozane-tazobactam e ceftazidima-avibactam (DEAK et al., 2016). No entanto, 

esse mesmo estudo conclui que a maioria desses fármacos foram aprovados para a 

mesma indicação e apenas um, bedaquilina, constitui uma nova classe de 

antibacteriano e seu alvo é a ATP sintase do Mycobacterium tuberculosis. Além 

disso, inúmeras deficiências foram identificadas em ensaios clínicos no momento da 



25 
 

aprovação e apenas um fármaco foi estudado em pacientes com doenças 

provocadas por micro-organismos MDR (DEAK et al., 2016). Os principais detalhes 

desses antibacterianos estão representados na Tabela 3. 

 

 

 

2.3.2 Produtos Naturais  

 

 

Produtos naturais tem sidos utilizados há séculos, com exemplos que 

remontam aos primórdios da história (PATRIDGE et al., 2016). No entanto, desde a 

sua descoberta, os medicamentos à base de produtos naturais estão associados à 

dificuldades intrínsecas em sua obtenção, levando desse modo a indústria 

farmacêutica a mudar seu foco principal em direção aos compostos sintéticos para a 

descoberta de novas drogas. No entanto, os resultados obtidos não satisfizeram as 

expectativas, como ficou evidente pela diminuição do número de novos 

medicamentos que chegam ao mercado anualmente, levando novamente ao 

interesse na descoberta de medicamentos à base de produtos naturais (ATANASOV 

et al., 2015; HARVEY, EDRADA-EBEL, QUINN, 2015). Portanto, esses produtos 

continuam desempenhando, atualmente, um papel significativo nos processos de 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (NEWMAN; CRAGG, 2012). 

Em geral, produtos naturais são definidos como compostos químicos 

complexos que apresentam uma miríade de ação farmacológica e/ou biológica. 

(NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2008). Esses compostos compreendem os 

metabólitos secundários, que são produtos derivados do metabolismo primário de 

plantas, principalmente como resposta a alguns estímulos, tais como por ação de 

micro-organismos, insetos e herbívoros (FUMAGALI et al., 2008). 

Dentre os produtos naturais, as plantas são uma rica fonte de agentes 

terapêuticos e bases para fármacos sintéticos. Entre janeiro de 1981 e dezembro de 

2014, 1.562 novos princípios ativos foram aprovados como fármacos. Dentre eles, 

31% correspondem a produtos de origem natural, seus derivados semissintéticos e 

produtos sintetizados com grupos farmacofóricos baseados em produtos naturais 

(PATRIDGE et al., 2016; NEWMANN, CRAGG, 2016). 

Apesar do avanço em síntese orgânica, atualmente, 25% dos medicamentos 

prescritos em todo o mundo ainda são derivados de vegetais, mostrando, desse 
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modo, que espécies de plantas ainda são uma importante fonte de novos 

medicamentos para as doenças que continuam sem opção de tratamento 

(DAMASCENO et al., 2015; KITAGAWA et al., 2015; NEWMAN, CRAGG, 2012). 

Diversas plantas têm levado ao desenvolvimento de novos fármacos, 

principalmente por sua composição química e atividade biológica. Na literatura são 

descritas inúmeras moléculas bioativas, tais como óleos essenciais, terpenóides, 

alcalóides, saponinas, flavonoides, antraquinonas e cumarinas (ROUT et al., 2009). 

Dentre as classes de metabólitos secundários, as cumarinas merecem destaque. 

Foram inicialmente identificadas por Vogel em 1820, que isolou pela primeira vez a 

1,2-benzopirona, mais conhecida como cumarina, da planta Coumarona odorata 

(RIBEIRO, KAPLAN, 2002). 

De acordo com sua estrutura, as cumarinas são lactonas do ácido o-hidroxi-

cinâmico e, atualmente, são divididas em cumarinas simples, furanocumarinas, 

piranocumarinas, isocumarinas e cumarinas mistas. Inúmeros fármacos foram 

desenvolvidos a partir desta classe de substâncias sendo que este grupo de 

moléculas desponta como uma importante classe fitoquímica amplamente distribuída 

na natureza e que apresenta diversos efeitos farmacológicos, tais como anticâncer 

(KLENKAR; MOLNAR, 2015), anticoagulante (HELGELAND, 1980), anti-inflamatória 

(GARCÍA-ARGÁEZ et al., 2000), antioxidante (GACCHE, JADHAV, 2012) e 

antimicrobiana (KAYSER; KOLODZIEJ, 1999). 

 

 

           Paepalantina e 8,8’ dímero de paepalantina  

 

O Brasil tem a maior diversidade vegetal do mundo, com um número estimado 

de mais de 20% do total de espécies do planeta. Com mais de 50 mil espécies 

descritas, esta rica biodiversidade é acompanhada por uma ampla aceitação do uso 

de plantas medicinais e conhecimento tradicional associado. Cerca de 48% dos 

medicamentos utilizados na terapêutica são originados direta ou indiretamente a 

partir de produtos naturais, especialmente plantas medicinais (LIMA et al., 2016). 

Eriocaulaceae é uma pequena família de plantas com flores, as quais contêm 

cerca de 1.400 espécies agrupadas em 11 gêneros. A maioria das espécies 

incluídas nesta família é distribuída em regiões montanhosas da América do Sul 

(ALVARADO et al., 2013). Paepalanthus, com cerca de 500 espécies, é um dos seus 
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principais gêneros, os quais são comumente encontrados no Brasil, principalmente 

nos estados da Bahia e Minas Gerais. Estudos demonstraram que quase todas as 

espécies de Paepalanthus, subgênero Platycaulon possuem flavonóides, 

naftoquinonas, derivados de ácido caféico e naftopiranonas, incluindo paepalantina e 

dímero 8,8’-paepalantina (DAMASCENO et al., 2015; KITAGAWA et al., 2015). 

Dentre as cumarinas, as isocumarinas paepalantina (Figura 13) e dímero 8,8’ 

- paepalantina (Figura 14) possuem grande interesse farmacológico, por 

apresentarem atividade biológica comprovada. Paepalantina é uma isocumarina 

(9,10-diidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto(2,3c)piran-1-ona), a qual foi isolada pela 

primeira vez em 1990 a partir capítulos florais de P. bromelioides (Eriocaulaceae) 

(Figura 12) (Vilegas et al., 1990). Posteriormente, o dímero de paepalantina foi 

também isolado a partir de capítulos florais de P. bromelioides por Coelho e 

colaboradores em 2000, através de procedimentos cromatográficos (COELHO et al., 

2000). Esses compostos, por possuírem estrutura semelhante a outros compostos e 

fármacos antibacterianos, tais como a vioxantina, são de grande interesse em 

pesquisas para desenvolvimento de novos fármacos (COELHO et al., 2000). 

 

 

 

Figura 12: Paepalanthus bromelioides. Fonte: MARGARET et al. (2012). 

 

 

 

 

 

Capítulo 
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Figura 13: Estrutura química da paepalantina. Fonte: adaptado de VILEGAS et al., (1990). 

 

 

 
Figura 14: Estrutura química do 8,8’ dímero de paepalantina. Fonte: adaptado de COELHO et al., 

(2000). 

 

No estudo de Vilegas (1990) a paepalantina foi testada em relação a sua 

atividade antimicrobiana e fungicida. Foi demonstrado, através da técnica de difusão 

em ágar e diluição em caldo, que paepalantina possui atividade contra todas as 

bactérias testadas no estudo (Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus 

ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Escherichia coli ATCC 

25922) e inatividade contra fungos (VILEGAS et al., 1990). 

Por tudo exposto acima, produtos naturais derivados de plantas surgem como 

potenciais alternativas aos fármacos já utilizados ou mesmo como agentes para a 

ação sinérgica, possibilitando que antibacterianos já ineficazes sejam novamente 

eficientes quando associados a extratos ou substâncias purificadas de plantas 

(NASCIMENTO et al., 2000).  
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3 OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral 
 
Investigar a atividade in vitro da paepalantina e do dímero de paepalantina 

isoladamente e em associação com diferentes antibacterianos sobre bactérias 

multirresistentes isoladas de hospitais da Grande Vitória - Espírito Santo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 
 Determinar a concentração mínima inibitória da paepalantina e do dímero 

frente as seguintes bactérias multirresistentes: Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa; 

 

 Determinar a atividade da associação da paepalantina e do dímero com a 

vancomicina frente às amostras de E. faecium; 

 

 Determinar a atividade da associação da paepalantina e do dímero com 

oxacilina frente às amostras de S. aureus; 

 

 Determinar a atividade da associação da paepalantina e do dímero com 

meropenem frente às amostras de K. pneumoniae e P. aeruginosa; 

 

 Avaliar, por microscopia eletrônica de varredura, possíveis alterações 

morfológicas e estruturais nas amostras bacterianas expostas a concentrações 

inibitórias e subinibitórias da paepalantina e do dímero isoladamente e em 

associação com os antibacterianos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Aspectos éticos  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo sob parecer nº 

707.303 de 30/07/2014. 

 

4.2 Amostras bacterianas 

Os micro-organismos do presente estudo pertencem à coleção de culturas do 

Laboratório de Biologia Molecular e Virulência Bacteriana, do Departamento de 

Patologia - UFES, e foram isolados durante o desenvolvimento do projeto de 

pesquisa “Epidemiologia molecular e investigação de genes de resistência em 

bactérias multirresistentes isoladas em hospitais da Grande Vitória”, financiado pelo 

EDITAL CNPQ/MS-Decit/SESA/FAPES Nº 10/2013 – PPSUS e realizado em 

colaboração com o Laboratório Central do Espírito Santo (LACEN-ES) da Secretária 

Estadual de Saúde.  

Os critérios utilizados para a seleção das amostras foram: (a) ser MDR, (b) 

apresentar variação genética entre cepas de cada espécie. 

Micro-organismos multirresistentes (MDR) foram definidos como aqueles 

resistentes a pelo menos um agente de três ou mais classes de antibacterianos, de 

acordo com MAGIORAKOS et al. (2012). 

O fluxograma para a seleção das amostras neste trabalho seguiu o padrão 

descrito na Figura 15. 
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Figura 15: Fluxograma do processo de seleção das amostras utilizadas para este estudo. 

 

 

 

Assim, foram selecionados 20 isolados clínicos, sendo cinco amostras de 

cada uma das seguintes espécies: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, originadas de diferentes 

hospitais da Grande Vitória-ES, com resistência aos carbapenêmicos (K. 

pneumoniae e P. aeruginosa), resistência a oxacilina (S. aureus) e resistência à 

vancomicina (E. faecium). As características fenotípicas e genotípicas desses 

isolados estão resumidas na Tabela 4. 

 

 

Bactérias MDR 

 PCR gene van 
 PFGE 

 PCR β-lactamases 
               PFGE 

5 amostras 
ensaios paepalantina e 

dímero 

5 amostras 
ensaios paepalantina e 

dímero 
 

5 amostras 
ensaios paepalantina e 

dímero 
 

5 amostras 
ensaios paepalantina e 

dímero 
 

Enterococcus 
faecium 

Staphylococcus 
aureus 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Klebsiella 
pneumoniae 

Bacilos 
Gram-negativos 

Cocos 
Gram-positivos 

 PCR gene mecA 

 PFGE 
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Tabela 4: Características fenotípicas e genotípicas das amostras utilizadas neste estudo. 

Micro-
organismo 

Identificação 
da amostra 

CMI 
Características genotípicas 

Pulsotipo * Genes de resistência 

Enterococcus 
faecium 

04E 

Vancomicina             
> 256 µg/mL 

efA1 vanA 

12E efA2 vanA 

13E efA3 vanA 

56E efB1 vanA 

58E efB2 vanA 

Staphylococcus 
aureus 

02A Oxacilina 32 µg/mL saA SCCmec II 

04A Oxacilina 32 µg/mL saB SCCmec IV 

20A Oxacilina 16 µg/mL saC SCCmec IV 

72A Oxacilina 16 µg/mL saD SCCmec IV 

77A Oxacilina 64 µg/mL saE SCCmec IV 

Klebsiella 
pneumoniae 

05B 

Meropenem                  
> 32 µg/mL 

kpA KPC, CTX-M gr1 

10B kpB KPC, SHV, OXA1-Like, CTX-M gr1 

17B kpC KPC, SHV 

89B kpD KPC, TEM, SHV, OXA1-Like, CTX-M gr1 

91B kpE KPC, TEM, SHV 

Pseudomonas 
aeruginosa 

01B 

Meropenem               
> 32 µg/mL 

psA 
 

07B psB 
 

34B psC ND** 

39B psD 
 

66B psE 
 

* pulsotipo obtido pela técnica de fragmentação do DNA cromossômico com enzima de restrição e posterior eletroforese de 
campo pulsado (PFGE); CMI: concentração mínima inibitória ** - Não determinado. 
. 

 

   

4.3 Obtenção da paepalantina e do dímero. 

 

Ambas as substâncias foram obtidas de P.  bromelioides coletada na Serra do 

Cipó, em Minas Gerais e catalogada no Herbário do Departamento de Botânica do 

Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (USP), sob referência CFSC 

13.846. Após a coleta, toda a preparação dos extratos brutos, fracionamentos e 

purificações foram realizados segundo Vilegas et al. (1990) para a paepalantina e 

Coelho et al. (2000) para o dímero. Assim, após os processos supracitados, as 

substâncias foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rodrigo Resende Kitagawa, 

coordenador do Laboratório de Triagem Biológica de Produtos Naturais do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas – UFES.  
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4.4 Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) pela técnica de 

microdiluição em caldo 

A avaliação da concentração mínima inibitória (CMI) foi realizada através da 

técnica de microdiluição em placas de 96 poços e fundo em “U” (Nest Biotech Co.), 

de acordo com a metodologia descrita no documento M07-A10 do manual Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). O meio de cultura utilizado foi o 

caldo Mueller-Hinton (MH) cátion ajustado (Fluka Analytical®), de acordo com as 

recomendações do CLSI.  

Os isolados bacterianos foram cultivados em ágar contendo 5% de sangue de 

carneiro (AS) por 18-24 horas a 35oC. A partir desse crescimento bacteriano, foi 

preparada uma suspensão em solução de NaCl 0,9% (p/v) equivalente a escala 0,5 

de McFarland (~1,5 x 108 UFC/mL). Essa suspensão foi diluída 1:20 em solução de 

NaCl 0,9% (p/v). Diluições seriadas (0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 μg/mL) dos 

antibacterianos (meropenem, oxacilina e vancomicina) e as substâncias 

(paepalantina e dímero) foram previamente efetuadas com caldo Mueller Hinton. A 

cada poço da placa foram dispensados 180 µL de cada concentração dos 

antibacterianos/substâncias e inoculado 20 µL da suspensão bacteriana previamente 

diluída 1:20 (contendo 5 x 106 UFC/mL). Em cada poço, o volume final foi de 200 µL 

e a concentração bacteriana de 5 x 105 UFC/mL. Os testes foram efetuados em 

duplicata e acompanhados dos controles de crescimento. A placa foi submetida à 

leitura espectrofotométrica em 630 nm e, a seguir, incubada em estufa bacteriológica 

a 35oC por 24 horas. 

A inibição do crescimento bacteriano foi demonstrada por densidade óptica 

(DO) utilizando o leitor Thermo Plate (TP READER®) em um comprimento de onda 

de 630 nm. Considerando o crescimento total (100%) no controle (caldo MH + 

suspensão bacteriana), o percentual de redução do crescimento foi atribuído aos 

poços restantes. A CMI foi definida como sendo a menor concentração de 

antibacteriano/substâncias que inibe 90% ou mais o crescimento bacteriano em 

relação ao controle não tratado (MIYASAKI et al., 2013). Os pontos de corte 

utilizados para os antibacterianos foram baseados nos critérios estabelecidos pelo 

CLSI 2015 (Tabela 5). 
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Tabela 5: Padrões interpretativos para determinação da concentração 
mínima inibitória (CMI) 

Antibacteriano 
(micro-organismo) 

Padrão interpretativo (µg/mL)* 

sensível intermediário resistente 

Meropenem      
(Pseudomonas aeruginosa) 

≤ 2,0 4,0 ≥ 8,0 

Meropenem                           
(Klebsiella pneumoniae) 

≤ 1,0 2,0 ≥ 4,0 

Vancomicina           
(Enterococcus faecium) 

≤ 4,0 8,0 - 16,0 ≥ 32,0 

Oxacilina              
(Staphylococcus aureus) 

≤ 2,0 – ≥ 4,0 

* Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) 

 

4.4.1 Controle de qualidade 

Cepas de referência American Type Culture Collection (ATCC®) Staphylococcus 

aureus 29213 e Pseudomonas aeruginosa 27853 foram utilizadas para o controle de 

qualidade dos antibacterianos, conforme preconizado pelo CLSI (2015).  

 

 4.5 Avaliação da atividade, através do método de checkerboard, da associação 

da paepalantina e do dímero com os agentes antibacterianos  

O termo checkerboard refere-se ao padrão formado por várias diluições dos dois 

fármacos a serem testados, em diferentes concentrações, geralmente abaixo de 

suas CMIs. O checkerboard consiste em colunas contendo o fármaco A, diluída ao 

longo do eixo x, e linhas contendo o fármaco B, diluída ao longo do eixo y. Assim, 

em cada poço, teremos uma combinação única de concentrações entre as duas 

substâncias (Figura 16) (PILLAI, MOELLERING, ELIOPOULOS, 2005). 
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Figura 16: Representação da metodologia do ensaio de associação entre substâncias pela técnica de 
checkerboard. 
 

O estudo da associação entre paepalantina/dímero e os antibacterianos foi 

realizado através da técnica de checkerboard, conforme descrito por PILLAI, 

MOELLERING, ELIOPOULOS (2005). Foram selecionados os antibacterianos 

(Tabela 6) que eram comumentes empregados no tratamento de infecções 

provocadas pelos micro-organismos S. aureus, E. faecium, K. pneumoniae e P. 

aeruginosa, mas que ao longo dos últimos anos vem sendo cada vez mais comum o 

isolamento de cepas resistentes a eles com consequente redução no seu uso.  

 
 

 

 

 

 

 

As diluições dos antibacterianos e das substâncias foram realizadas em caldo 

Mueller-Hinton cátion ajustado, em concentrações previamente determinadas e 

baseadas nos valores de CMI. As concentrações de ambas as substâncias variaram 

de CMI/2 até 0,0625 µg/mL, com exceção de Enterococcus, cujas CMIs de 

vancomicina foram superiores a 256 µg/mL e a variação utilizada foi de 32 a 0,0625 

Tabela 6: Antibacterianos utilizados nos ensaios de checkerboard 

Micro-organismo Antibacteriano 

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Oxacilina 

Klebsiella pneumoniae Meropenem 

Pseudomonas aeruginosa Meropenem 
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µg/mL, três vezes o valor do limite de sensibilidade estabelecido pelo CLSI. O 

processo de diluição e preparo da suspensão bacteriana, ocorreu conforme descrito 

no item 4.4.  

Em uma placa de microtitulação, 90 µL de cada diluição foram distribuídas ao 

longo da mesma, na seguinte ordem: na vertical: concentração diluída de cima para 

baixo do antibacteriano A, e na horizontal: 90 µL da substância (B) diluído da 

esquerda para a direita. Em seguida, cada poço foi inoculado com 20 µL da 

suspensão bacteriana contendo 5 x 106 UFC/mL. As placas com as diferentes 

combinações de antibacterianos/substâncias e controle de crescimento foram 

incubadas em estufa bacteriológica a 35oC por 24h. A leitura foi realizada 

visualmente, em local iluminado, observando-se a turvação macroscópica visível. 

Para a interpretação do resultado para o efeito sinérgico da associação do 

antibacteriano e substâncias, foi realizado um cálculo através do somatório dos 

índices de concentração inibitória fracional (Fractional Inhibitory Concentration Index 

– IFIC). Para isso, primeiramente, foram realizados os cálculos de CIF para cada 

composto testado, seguido do cálculo da soma de índice CIF (∑CIF) para cada 

combinação, de acordo com a equação:  

 

 

�

����

+  
�

����

=  ���� +  ���� = ���� 

 
 

A = CMI substância A em associação; CMIA= CMI da substância A testada 
isoladamente; B = CMI substância B em associação; CMIB = CMI da substância B 
testada isoladamente; CIF = concentração inibitória fracionada; ICIF = índice da 
concentração inibitória fracional. Fonte: PILLAI, MOELLERING, ELIOPOULOS 
(2005). 
 

 

Com objetivo de facilitar a compreensão dos valores obtidos no ensaio 

checkerboard, a Figura 17 ilustra um exemplo com crescimento de MRSA (cor 

verde). Os ICIF foram calculados para as concentrações de dímero em associação 

com oxacilina. 
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                         0           0,125    0,25       0,5            1,0          2,0           4,0          8,0             16 
 
 
 
Figura 17: Representação do método de checkerboard, demonstrando a associação entre o dímero 
de paepalantina e a oxacilina em uma amostra Staphylococcus aureus resistente à meticilina. Fonte: 
Adaptado de PANÁČEK et al. (2016). 
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Foram calculados os valores de ICIF de todas as combinações que não 

apresentaram crescimento bacteriano. O selecionado foi o que apresentou menor 

valor dentro da faixa de susceptibilidade do antibacteriano, segundo critérios do 

CLSI. No exemplo acima a associação utilizada de dímero/oxacilina foi 1,0/0,125 

cuja ICIF foi 0,13. 

Para interpretação dos cálculos, ODDS (2003) sugeriu os seguintes intervalos 

para classificação da associação entre substâncias no método de checkerboard: 

ICIF ≤ 0,5 sinérgico; ICIF >0,5< 4 indiferente; ICIF > 4 antagonismo. No exemplo 

demonstrado na Figura 17, o resultado da associação dímero/oxacilina foi sinérgico 

(ICIF 0,13). 
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4.6 Avaliações da morfologia bacteriana por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV)  

 No preparo das amostras para microscopia eletrônica de varredura, o meio de 

cultura contendo as bactérias do estudo foram aliquotados e centrifugados a 2348 xg 

por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e em seguida adicionado 500uL do 

tampão cacodilato 0,1 M pH 7,2 para lavagem com posterior centrifugação. Ao pellet 

formado foram adicionados 500 µL do fixador tamponado (glutaraldeído 2,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2) por 24 horas. Após o período de fixação, o 

material foi lavado com água ultrapura e desidratado com uma série crescente de 

etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), entre cada umas dessas etapas a centrifugação foi 

realizada para retirada do excesso de solvente (2348  xg por 2 minutos). 

Após a completa desidratação do material, 10 µL  do material foram gotejados 

em uma lamínula de vidro e levado para secagem em ponto crítico (Autosandri-815, 

Tousimis) e posterior cobertura de ouro em metalizador (Desk V, Denton Vaccum). 

As amostras foram visualizadas em microscópio eletrônico de varredura (Jeol, 

JEM6610 LV). Essas análises foram realizadas no Laboratório de Ultraestrutura 

Celular Carlos Alberto Redins, do Departamento de Morfologia da UFES. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Atividade da paepalantina e do dímero no crescimento bacteriano 

 

Enterococcus faecium 

As concentrações testadas de paepalantina variaram de 128 a 1,0 µg/mL. 

Todas as cinco amostras apresentaram inibição do crescimento na concentração de 

32 µg/mL de paepalantina (Figura 18). 

 

Figura 18: Inibição do crescimento de Enterococcus faecium frente a paepalantina nas concentrações 
de 128 a 1,0 µg/mL. 

 

Em relação ao dímero, as concentrações testadas variaram de 64 a 0,125 

µg/mL. Assim sendo, as amostras 04E, 12E, 13E e 56E apresentaram inibição de 

crescimento na concentração de 32 µg/mL, enquanto a amostra 58E, foi inibida na 

concentração de 64 µg/mL (Figura 19). 
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Figura 19: Inibição do crescimento de Enterococcus faecium frente ao dímero nas concentrações 
de 64 a 0,25 µg/mL.  

  

Staphylococcus aureus 

As concentrações testadas de paepalantina variaram de 64 a 1,0 µg/mL. 

Todas as cinco amostras de MRSA apresentaram inibição de crescimento na 

concentração de 16 µg/mL (Figura 20). 

 

Figura 20: Inibição do crescimento de Staphylococcus aureus frente a paepalantina nas 
concentrações de 64 a 1,0 µg/mL. 



41 
 

Em relação ao dímero, as concentrações testadas variaram de 128 a 0,0625 

µg/mL e todas as cinco amostras foram inibidas na concentração de 8,0 µg/mL 

(Figura 21). 

 

Figura 21: Inibição do crescimento de Staphylococcus aureus frente a dímero nas concentrações de 
128 a 0,0625 µg/mL. 

 

 Klebsiella pneumoniae 

Todas as amostras de K. pneumoniae cresceram em concentrações de 256 

µg/mL de paepalantina e dímero. Desse modo, os resultados mostram o baixo 

potencial antibacteriano da paepalantina e do dímero frente as amostras testadas 

(Figuras 22 e 23). 

 

Figura 22: Inibição do crescimento de Klebsiella pneumoniae frente a paepalantina nas 
concentrações de 256 a 4,0 µg/mL. 
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Figura 23: Inibição do crescimento de Klebsiella. pneumoniae frente a dímero nas concentrações de 
256 a 4,0 µg/mL. 

 

Pseudomonas aeruginosa 

Assim como ocorreu nas amostras de K. pneumoniae, a concentração de 256 

µg/mL não inibiu o crescimento das amostras de P. aeruginosa, mostrando o baixo 

potencial antibacteriano da paepalantina e dímero também frente a essas amostras 

(Figuras 24 e 25). 

 

Figura 24: Inibição do crescimento de Pseudomonas aeruginosa frente a paepalantina nas 
concentrações de 256 a 4,0 µg/mL. 
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Figura 25: Inibição do crescimento de Pseudomonas aeruginosa frente a dímero nas concentrações 
de 256 a 4,0 µg/mL. 

 
  Após a análise dos gráficos, os valores de CMIs obtidos para cada 

substância estão descritos na Tabela 7.  

  

Tabela 7: Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) dos 
antibacterianos, paepalantina e dímero. 

Micro-organismo Amostra 
CMI µg/mL 

vancomicina paepalantina dímero 

Enterococcus 
faecium 

04E 

>256 

32 32 
12E 32 32 
13E 32 32 
56E 32 32 
58E 32 64 

Micro-organismo Amostra 
CMI µg/mL 

oxacilina paepalantina dímero 

Staphylococcus 
aureus 

02A 32 16 8 
04A 32 16 8 
20A 16 16 8 
72A 16 16 8 
77A 64 16 8 

Micro-organismo Amostra 
CMI µg/mL 

meropenem paepalantina dímero 

Klebsiella 
pneumoniae 

05B 32 

> 256 >256 
10B 32 
17B 32 
89B 32 
91B 32 

Micro-organismo Amostra 
CMI µg/mL 

meropenem paepalantina dímero 

Pseudomonas 
aeruginosa 

01B 32 

07B 32 

34B 32 > 256 > 256 

39B 32 

66B 32 
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5.2 Análise da atividade da associação entre a paepalantina e o dímero com os 

antibacterianos. 

 
           Enterococcus faecium 
 

Quando foram analisadas as associações da paepalantina e o dímero com a 

vancomicina nas diferentes concentrações foi observado efeito indiferente para as 

cinco amostras de VRE. Todas apresentaram valores de ICIF > 0,5 (Tabela 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

Staphylococcus aureus 

 

O efeito da associação da paepalantina/oxacilina foi indiferente em três 

amostras (02A, 04A e 20A), com o ICIF acima de 0,5. Entretando, o efeito da 

associação da paepalantina/oxacilina foi sinérgico na amostra 72A (ICIF 0,13), onde 

Tabela 8: Resultados da associação in vitro entre vancomicina/paepalantina 
e vancomicina/dimero nas amostras de Enterococcus faecium 

Amostra Substância 
CMI µg/mL 

CIF ICIF 
Tipo de 

associação combinado sozinho 

04E 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

paepalantina 16 32 0,50 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

dímero 16 32 0,50 

12E 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

paepalantina 16 32 0,50 

vancomicina 4 256 0,02 
0,52 indiferente 

dímero 16 32 0,50 

13E 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

paepalantina 16 32 0,50 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

dímero 16 32 0,50 

56E 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

paepalantina 16 32 0,50 

vancomicina 4 256 0,02 
0,52 indiferente 

dímero 16 32 0,50 

58E 

vancomicina 32 256 0,13 
0,63 indiferente 

paepalantina 16 32 0,50 

vancomicina 4 256 0,02 
0,52 indiferente 

dímero 32 64 0,50 

CMI - concentração mínima inibitória;   
CIF - concentração inibitória fracional;                                                                          
ICIF - índice da concentração inibitória fracional 
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a CMI da oxacilina passou de 16 µg/mL para 2 µg/mL e na amostra 77A (ICIF 0,25), 

a CMI da oxacilina passou de 64 para 16 µg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados mais expressivos foram encontrados em relação ao dímero 

associado à oxacilina. Todas as amostras testadas apresentaram sinergismo, com 

ICIF < 0,5. Nas amostras 02A, 20A e 72A, as CMI da oxacilina passaram de 32 

µg/mL, 16 µg/mL e 16 µg/mL respectivamente, para 0,125 µg/mL; na amostra 04A, a 

CMI da oxacilina passou de 32 µg/mL para 2 µg/mL e na amostra 77A, a CMI da 

oxacilina passou de 64 µg/mL a 0,5 µg/mL. 

Tabela 9: Resultados da associação in vitro entre oxacilina/paepalantina e 
oxacilina/dímero para Staphylococcus aureus 

Amostra Substância  
CMI µg/mL 

CIF ICIF 
Tipo de 

associação 
combinado sozinho 

02A 

oxacilina 16 32 0,50 
1,00 indiferente 

paepalantina 8 16 0,50 

oxacilina 0,125 32 0,00 
0,50 sinergismo 

dímero 4 8 0,50 

04A 

oxacilina 16 32 0,50 
1,00 indiferente 

paepalantina 8 16 0,50 

oxacilina 2 32 0,06 
0,31 sinergismo 

dímero 2 8 0,25 

20A 

oxacilina 8 16 0,50 
1,00 indiferente 

paepalantina 8 16 0,50 

oxacilina 0,125 16 0,00 
0,13 sinergismo 

dímero 1 8 0,13 

72A 

oxacilina 2 16 0,13 
0,13 sinergismo 

paepalantina 0,0625 16 0,00 

oxacilina 0,125 16 0,00 
0,13 sinergismo 

dímero 1 8 0,13 

77A 

oxacilina 16 64 0,25 
0,25 sinergismo 

paepalantina 0,0625 16 0,00 

oxacilina 0,5 64 0,00 
0,25 sinergismo 

dímero 2 8 0,25 

CMI - concentração mínima inibitória;                                                                                                                                  
CIF - concentração inibitória fracional;                                                                          
ICIF - índice da concentração inibitória fracional 
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A Tabela 9 apresenta um resumo da associação in vitro entre 

oxacilina/paepalantina e oxacilina/dímero para as amostras de MRSA. 

 

Klebsiella pneumoniae 

Quando foram analisadas as associações da paepalantina e o dímero com o 

meropenem nas diferentes concentrações o tipo de associação entre eles foi 

indiferente, com ICIF > 0,5 (Tabela 10). Para nenhuma amostra foi observada 

associação sinérgica ou antagônica. 

 

Tabela 10: Resultado da associação in vitro entre meropenem/paepalantina e 
meropenem/dímero frente a Klebsiella pneumoniae 

Amostra Substância 
CMI µg/mL 

CIF ICIF 
Tipo de 

associação combinado sozinho 

05B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

10B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

17B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

89B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

91B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

CMI - concentração mínima inibitória;                                                                                              
CIF - concentração inibitória fracional;                                                                          
ICIF - índice da concentração inibitória fracional 
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Pseudomonas aeruginosa 

Assim como ocorreu para K. pneumoniae, quando foram analisadas as 

associações da paepalantina e do dímero com o meropenem nas diferentes 

concentrações, as mesmas foram caracterizadas como indiferentes, com ICIF > 

0,5 (Tabela 11). 

 

 
Tabela 11: Resultado da associação in vitro entre meropenem/paepalantina e 
meropenem/dímero nas amsotras de Pseudomonas aeruginosa 

Amostra Substância 
CMI µg/mL 

CIF ICIF 
Tipo de 

associação combinado sozinho 

01B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

07B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

34B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

39B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

66B 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

paepalantina 32 256 0,13 

meropenem 32 32 1,00 
1,13 indiferente 

dímero 32 256 0,13 

CMI - concentração mínima inibitória;  
CIF - concentração inibitória fracional;  
ICIF - índice da concentração inibitória fracional 

 

5.3 Avaliação da estrutura bacteriana por microscopia eletrônica de 

varredura em S. aureus 

Uma vez que estudos prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram que 

a paepalantina alteram a estrutura celular de Helicobacter pylori (DAMASCENO, 

2016), realizamos a seleção de amostras de S. aureus para a verificação se essas 
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as substâncias também causariam alterações estruturais nesta espécie. A seleção 

dessa espécie se deu devido aos melhores resultados obtidos durante a avaliação 

da ação da paepalantina e do dímero, tanto isoladamente quanto em associação 

com o antibacteriano testado, neste caso oxacilina, terem ocorridos com esse micro-

organismo,  

 Foram realizadas imagens dos S. aureus após tratamento com paepalantina 

(8 µg/mL) e dímero (4 µg/mL) isoladamente e da associação da oxacilina com o 

dímero (16 µg/mL e 0,5 µg/mL) no tempo de 24 horas. Amostra controle sem 

tratamento foi analisada para fins comparativos. Foi observada morfologia celular 

intacta, algumas células no estágio de divisão, sem lise celular, um pouco de 

material amorfo, nas diferentes condições descritas na Figura 26. Assim, através 

desse método, não foi possível detectar qualquer alteração estrutural externa nas 

bactérias sobre ação das substâncias. 

 

  

  
 

Figura 26: Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura mostrando a morfologia do 
Staphylococus aureus. (A) amostra controle; (B) amostra tratada com 4 µg/mL de dímero; (C) amostra 
tratada com 8 µg/mL de paepalantina; (D) amostra tratada com 16 µg/mL de oxacilina e 0,5 µg/mL de 
dímero. Magnificação de 10.000X e scale bar de 1µm. 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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6 DISCUSSÃO 

 

No cenário atual, as doenças infecciosas continuam sendo uma das principais 

causas de mortalidade entre crianças e adultos em todo o mundo, com maior 

prevalência nos países em desenvolvimento. Embora alguns novos antibacterianos 

tenham sido produzidos nos últimos anos, existe um aumento drástico de bactérias 

resistentes a múltiplos fármacos (DZOTAM; TOUANI; KUETE, 2016). Bactérias 

multirresistentes, tais como: Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), 

Enterococcus spp resistente à vancomicina (VRE), Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumannii e membros da família Enterobacteriaceae, como Klebsiella 

pneumoniae, Escherichia coli, Proteus spp. produtores de carbapenemases, são 

considerados emergências em termos  de saúde pública, com impacto na 

morbimortalidade, tempo de internação e gastos com procedimentos diagnósticos e 

terapêuticos (GARCIA et al., 2013; BASAK; SINGH; RAJURKAR, 2016). Esse 

quadro levou pesquisadores em todo o mundo a explorarem as propriedades 

medicinais de extratos de plantas que podem servir como fontes de agentes 

antibacterianos contra uma ampla gama de bactérias (Gram-negativas e Gram-

positivas) e fungos (JIMENEZ-ARELLANES et al., 2003; TAWEECHAISUPAPONG 

et al., 2012). As plantas contêm metabólitos ativos que podem servir como fonte 

alternativa no tratamento de várias doenças infecciosas (COWAN, 1999).  Assim, 

vários metabólitos secundários de plantas podem ser utilizados como solução 

alternativa para o tratamento de muitas doenças infecciosas e/ou potencializarem a 

atividade de antibacterianos comumente utilizados na prática clínica (NASCIMENTO 

et al., 2000). 

Detentor de rica biodiversidade, o Brasil é considerado um dos países 

megadiversos mais importantes do planeta. Sendo uma das mais ricas do planeta, a 

biodiversidade brasileira contém muitas plantas com propriedades antibióticas. 

Porém, essas espécies vêm sofrendo exploração irracional visto que grande parte 

dos fitoterápicos é retirada do caule e da raiz das plantas, o que pode ser uma séria 

ameaça às populações (MELO; AMORIM; ALBUQUERQUE, 2008). A exploração 

sustentável de plantas medicinais incluiria medidas como a exploração de partes 

naturalmente renováveis como folhas e partes de frutos, que deveriam ser mais 

amplamente estudados (PINHO et al., 2012). 
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Plantas da família Eriocaulaceae são difundidas em regiões tropicais do 

mundo inteiro. Várias plantas dessa família são conhecidas como 'sempre vivas', 

devido aos capítulos e escapos permanecerem com aparência de vivos durante 

muitos anos, mesmo após o corte. Seu comércio baseia-se, sobretudo, no 

extrativismo das populações in situ, o que, associado ao alto grau de endemismo 

das espécies, contribui para que muitas sejam consideradas ameaçadas de extinção 

(MARGARET et al., 2012).  Paepalanthus é o maior gênero desta família com várias 

espécies. No Brasil, a maior diversidade do gênero encontra-se na Cadeia do 

Espinhaço, sendo que aproximadamente 82% são endêmicas desta formação 

geológica (COSTA; TROVÓ; SANO, 2008). O potencial biológico dos metabólitos 

produzidos por essas plantas foi demonstrado por diversos estudos: atividade 

antirradicalar (AMARAL et al., 2012; AMORIM et al., 2014), citotóxica (DEVIENNE et 

al., 2002; KITAGAWA et al., 2004), antiúlcera (BATISTA et al., 2004; COELHO et al., 

2006), mutagênica (VARANDA et al., 2006; ZANUTTO et al., 2012), antimicrobiana 

(VILEGAS et al., 1990; SILVA et al., 2009; MOREIRA et al., 2013; DAMASCENO, 

2016), anti-inflamatória (DI STASI et al., 2004). 

Para avaliar combinações da atividade sinérgica de diferentes substâncias in 

vitro, o método de checkerboard é a técnica que tem sido utilizada com maior 

frequência. Para interpretar o resultado da associação farmacodinâmica entre 

substâncias, existem definições qualitativas, denominadas sinergismo e 

antagonismo. O sinergismo é uma interação positiva, onde o efeito combinado dos 

fármacos é significativamente maior que o efeito independente destes quando 

utilizados separadamente. Antagonismo é uma interação negativa, onde o efeito dos 

fármacos combinados é significativamente menor do que quando não combinados. 

Quando não há interação significativa entre os fármacos testados, esse resultado 

deve ser descrito como indiferente (PILLAI, MOELLERING, ELIOPOULOS, 2005). 

Ensaios in vitro com paepalantina indicaram forte atividade antimicrobiana 

contra amostras-padrão ATCC de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis (VILEGAS et al., 1990). Dentre seis isocumarinas 

naturais e semi-sintéticas avaliadas por Devienne (2000), apenas a paepalantina e 

8,8’-paepalantina dímero apresentaram atividade antimicrobiana sobre cepas 

bacterianas ATCC. Diferentemente dos trabalhos anteriormente citados, no presente 

estudo, as amostras bacterianas utilizadas foram isoladas de casos clínicos 

humanos e em ambiente hospitalar, onde o contato frequente com antibacterianos, a 
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pressão seletiva, contribui na disseminação de mecanismos de resistência entre os 

micro-organismos. Para estas amostras, além dos testes fenotípicos, foram 

realizados métodos genotípicos para caracterizar a epidemiologia molecular dos 

isolados bacterianos.  

Não existe um consenso sobre a CMI aceitável para produtos naturais quando 

comparados com antibacterianos padrões (DOMINGUES et al., 2015). Vários 

estudos consideram como forte potencial inibitório in vitro se as substâncias 

demonstram CMI de até 100 µg/mL, atividade inibitória moderada de 100-500 µg/mL, 

atividade fraca de 500-1000 µg/mL e inativos maiores que 1000 µg/mL (HOLETZ et 

al., 2002; TANAKA et al., 2005; AYRES et al., 2008; SANTOS et al., 2008). Assim 

sendo, de acordo com este padrão estabelecido, em nosso estudo, a paepalantina 

apresentou forte potencial inibitório para as amostras de E. faecium, com CMI de 32 

µg/mL, ao passo que o dímero variou com CMI entre 32 e 64 µg/mL. Entretanto, a 

associação de ambas as substâncias à vancomicina apresentou efeito indiferente 

para todas as amostras. Devienne e colaboradores (2005), através da técnica de 

microdiluição em caldo, avaliaram a atividade antimicrobiana da paepalantina em 

amostras de Enterococcus faecalis ATCC 10541 e observaram CMI de 15,6 µg/mL.  

Nas amostras de S. aureus, a paepalantina e o dímero apresentaram forte 

potencial inibitório, com CMI de 16 µg/mL e 8 µg/mL, respectivamente. Devienne e 

colaboradores (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana da paepalantina em 

amostras de S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 e observaram 

CMI de 15,6 µg/mL e 3,9 µg/mL, respectivamente. Diferente do presente trabalho, 

esse estudo avaliou apenas amostras-padrão. Quando a paepalantina foi associada 

com a oxacilina foi observado efeito sinérgico em duas das cinco amostras 

analisadas. Por sua vez, a associação entre dímero e oxacilina apresentou efeito 

sinérgico em todas as cinco amostras. Estes resultados são promissores, visto que 

uma das poucas alternativas terapêuticas para MRSA é a vancomicina. Contudo, 

cepas de S. aureus com sensibilidade intermediária à vancomicina (VISA) e 

resistentes à vancomicina (VRSA) já foram reportadas em vários países e no Brasil, 

e tem sido motivo de grande preocupação no controle da resistência bacteriana 

(GARDETE, TOMASZ, 2014; ROSSI et al., 2014).  

Damasceno (2016) avaliou a associação da paepalantina com amoxicilina e 

metronidazol frente a H. pylori ATCC 43504. Tal associação resultou no implemento 

de atividade anti-H. pylori com ocorrência de sinergismo. Um quarto de CMI (32 
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μg/mL) de paepalantina em associação com amoxicilina resultou no aumento de 

eficácia do antibacteriano com a redução da CMI da amoxicilina de 0,25 μg/mL para 

0,031 μg/mL. Os resultados da associação de paepalantina com metronidazol 

mostraram CMI de 16 μg/mL, caracterizando sinergismo importante visto que a cepa 

de H. pylori utilizada neste estudo é resistente ao metronidazol. 

A paepalantina e o dímero frente às bactérias Gram-negativas analisadas 

apresentaram CMI superiores a 256 µg/mL em todos os casos, demonstrando fraca 

atividade. Além disso, quando analisadas as associações entre 

paepalantina/meropenem e dímero/meropenem os resultados foram indiferentes em 

todas as amostras, com ICIF > 0,5. Ensaios biológicos in vitro realizados por Vilegas 

et al. (1990), determinaram em 250 µg/mL a CMI da paepalantina para a E. coli, 

também demonstrando baixa atividade nessa espécie.  

Deve ser destacado que estudos analisando a atividade antimicrobiana da 

paepalantina são muito escassos e em relação ao dímero, mesmo após vasta 

pesquisa em sites de busca de artigos científicos, não encontramos estudos que 

tivessem analisado sua atividade em bactérias hospitalares. Por exemplo, uma 

pesquisa no Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paepalantine+dimer, 

em 09/11/2016) com os termos Paepalantine + dimer apresentou apenas quatro 

artigos, todos do mesmo grupo de pesquisa do Brasil. Evidentemente, que isso 

pode, em parte, ser explicado pela ausência de P. bromelioides em outros locais, o 

que torna essa pesquisa ainda mais relevante do ponto de vista do ineditismo.  

A elucidação dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus 

mecanismos de ação, vem sendo um dos maiores desafios para a química 

farmacêutica, bioquímica e a farmacologia (MACIEL et al., 2002). Os estudos in vitro 

de estrutura e atividade realizados com cumarinas sugerem que a presença de 

atividade antimicrobiana esteja diretamente relacionada com a lipofilicidade e a 

estrutura planar da molécula (KAYSER; KOLODZIEJ, 1999), sendo, provavelmente, 

este caráter lipofílico e a estrutura planar da molécula o responsável pela fácil 

difusão passiva e interações com a membrana celular bacteriana (RAUCKMAN, 

1989). Combinações de características estruturais planares, lipofilicidade e hidroxilas 

nas posições 9 e 10 formando um sistema catecol, podem refletir nas propriedades 

potencialmente antimicrobianas da paepalantina (VILEGAS et al., 1990; DEVIENNE 

et al., 2002). Outro possível mecanismo de ação da paepalantina baseia-se nos 

antibacterianos aminocumarínicos (novobiocina, coumermicin A1 e clorobiocina), 
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que interagem com a subunidade B da DNA girase bacteriana, inativando a atividade 

da enzima adenosina trifosfatase (ATPase) (LAURIN et al., 1999).   

A isocumarina paepalantina está incluída no grupo de metabólitos 

secundários denominados compostos fenólicos. Vários pesquisadores investigam o 

potencial de compostos fenólicos e outras substâncias como antimicrobianos e/ou 

moduladores da resistência em bactérias MDR. SILVA (2015) avaliou o potencial 

modulador e efeito sinérgico de flavonoides, taninos e ácido fenólicos com os 

antimicrobianos norfloxanina (NOR), tetraciclina e eritromicina em S. aureus. Os 

compostos testados não apresentaram atividade antimicrobiana na concentração de 

até 128 μg/mL. No teste de associação com os antimicrobianos, os flavonoides 

aglicona reduziram a CMI da NOR em até dezesseis vezes (128 para 8 μg/mL). Os 

flavonoides C-glicosilados, miricetrin e quercetrin, reduziram a CMI da NOR em até 

quatro vezes (128 para 32 μg/mL). Além disso, o galotanino (ácido tânico – AT) 

reduziu em 32 vezes a CMI da NOR (128 para 4 μg/mL), apresentando efeito 

sinérgico quando aplicado em combinação com esse fármaco (ICIF = 0,15). Com os 

resultados obtidos, a autora demonstrou que alguns compostos fenólicos, possuem 

um potencial de aplicação como adjuvante de antibióticos, particularmente quando 

em uso combinado com norfloxacina. 

SARAIVA (2012) determinou a atividade antibacteriana de extratos e frações 

das plantas Eleutherine plicata (marupazinho), Geissospermum vellosii (pau-pereira) 

e Portulaca pilosa (amor-crescido) frente a isolados de MRSA e de P. aeruginosa 

multirresistentes, provenientes infecções humanas, assim como a interação destes 

produtos vegetais com fármacos antimicrobianos de uso clínico. Os extratos obtidos 

de  E. plicata e G. vellosii apresentaram CMI de 125 μg/mL frente a amostras de 

MRSA, enquanto que o obtido de P. pilosa  apresentou CMI de 250 μg/mL  em 

amostras de P. aeruginosa multirresistentes. Esse estudo testou 120 combinações 

entre os extratos das plantas e os diferentes antimicrobianos. Em relação às 

amostras de MRSA houve sinergismo com os fármacos ciprofloxacina, clindamicina 

e vancomicina, tanto com os derivados de E. plicata como os de G. vellosii. Os 

produtos de P. pilosa potencializaram a ação dos fármacos aztreonam, cefepime e 

piperacilina+tazobactam frente aos isolados de P. aeruginosa multirresistentes.  

Os ecossistemas marinhos também constituem uma promissora fonte de 

produtos naturais para a bioprospecção de novas substâncias com ação frente a 

bactérias. Prompanya et al. (2014), isolaram novos derivados de isocumarinas e 
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terpenóides na associação entre fungos e espongiários. Neste estudo, todos os 

compostos foram avaliados quanto à sua atividade antimicrobiana contra bactérias 

Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e também cepas multirresistentes. 

Nenhum composto demonstrou  atividade antimicrobiana relevante, apresentando 

CMI > 256 µg/mL. Ensaios com o meroterpeno chevalone E, quando testada frente a 

amostras de MRSA, apresentou CMI > 1024 µg/mL. Entretanto, quando associado 

ao antibacteriano oxacilina, apresentou efeito sinérgico, com IFIC 0,188. Assim, os 

autores concluíram que o sinergismo da chevalone E com o antibacteriano oxacilina 

frente a amostras MRSA, pode ser considerado relevante para a investigação de 

antimicrobianos em produtos naturais marinhos (PROMPANYA et al., 2014). 

Devida a obtenção de resultados promissores da atividade da 

paepalantina/dímero frente a S. aureus, foram realizadas análises por microscopia 

eletrônica de varredura nessas amostras. Os resultados mostraram que não houve 

alteração nas células expostas a diferentes concentrações de paepalantina/dímero 

quando comparadas a um controle crescido no meio sem as substâncias. A 

morfologia bacteriana não foi alterada, conservando a forma esférica, arranjadas em 

cachos, com dimensões em torno de 0,5 a 1,0 μm. Estudos realizados por 

DAMASCENO (2016) com microscopia eletrônica de varredura, detectou alterações 

ultraestuturais consideráveis em Helycobacter pylori expostas a CMI e sub-CMI de 

paepalantina. O autor observou importantes alterações morfológicas na forma e 

superfície da bactéria comparada ao controle. Para as bactérias cultivadas na CMI 

de paepalantina, observou perda da forma espiralada para formas cocoides e a 

ocorrência de extravasamento de conteúdo intracelular por rompimentos na 

membrana. As amostras cultivadas na sub-CMI apresentaram em geral tendência 

para forma cocóide em um dos polos e formas alongadas características e perda de 

capacidade de divisão celular. Alterações na superfície de H. pylori também são 

observadas na sub-CMI de paepalantina com a formação de protuberâncias na 

membrana, relatadas na literatura como “blebs”. 

A citotoxicidade significa causar efeito tóxico a nível celular, podendo ser por 

morte celular, alterações na permeabilidade da membrana ou inibição enzimática 

(VIANA et al., 2011). A paepalantina isolada de Paepalanthus vellozioides, mostrou 

forte atividade mutagênica e citotóxica no teste de Ames em culturas de células de 

ovário de hamster Chinês (CHO) (VARANDA et al., 1997). Tavares et al. (1999) 

avaliou o possível efeito clastogênico deste composto em linfócitos de sangue 
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periférico humano e células de medula óssea em ratos Wistar; os autores concluiram 

que a paepalantina nas concentrações de  6.25, 12.5 and 25 mg/kg não tinha um 

efeito clastogênico, mas era significativamente citotóxica nos sistemas de células de 

mamífero in vitro e in vivo testados neste estudo. Devienne et al. (2002) em estudos 

relacionando estrutura e atividade de algumas isocumarinas naturais e semi-

sintéticas, estruturalmente semelhantes à paepalantina, mostrou que alterações na 

estrutura química alteram a atividade citotóxica em células McCoy. 

Como citados anteriormente, diversos estudos vem sendo realizados no 

sentido de descrever substâncias que tenham atividade ou que possam atuar de 

modo sinérgico com antibacterianos já utilizados na rotina médica. Pesquisas desse 

tipo são relevantes, uma vez que propiciam uma perspectiva de desenvolvimento de 

um produto biotecnológico, disponibilizando novas terapias com a associação de 

fármacos e produtos naturais, visto que o Brasil é detentor de uma rica 

biodiversidade. Esse nosso estudo visou contribuir para este fim, analisando a 

atividade de substâncias naturais frente a bactérias hospitalares multirresistentes. 
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7 CONCLUSÕES 

 

- Frente às amostras de E. faecium, a paepalantina e o dímero isoladamente 

apresentaram boa atividade, entretanto, o efeito da associação com vancomicina 

não foi relevante; 

 

- Nas amostras de S. aureus, o dímero isoladamente demonstrou melhor atividade 

antibacteriana do que a paepalantina. A associação do dímero com a oxacilina levou 

a uma redução na CMI de até 256 vezes desse fármaco, indicando ser essa 

substância a mais efetiva para uso em combinação, sendo mais promissora na 

bioprospecção de novas substâncias com atividade frente, sobretudo,  aos MRSA.  

 

- Foi demonstrado que nas espécies de bactérias Gram-negativas analisadas (K. 

pneumoniae e P aeruginosa) a paepalantina e o dímero isoladamente possuem 

fraca atividade. Além disso, quando associadas ao meropenem não apresentaram 

qualquer sinergismo; 

 

- As análises por microscopia eletrônica de varredura nas amostras de S. aureus 

demonstraram que a paepalantina e o dímero não atuam alterando a estrutura 

externa desse micro-organismo nas condições utilizadas neste estudo.  
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