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RESUMO: Neste estudo, extratos etandlicos € hexanicos de bulbo de Costus arabicus foram utilizados com o
objetivo de avaliar a atividade antibacteriana, antifiingica e moduladora da resistencia de antibacterianos e antiftinicos
contra cepas bactecterianas de Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e cepas fingicas de
Candida Albicans. Candida Krusei, Candida Tropicalis. A atividade antibacteriana e modulatdria foi determinada por
microdilui¢do. A inibi¢do do crescimento das bactérias e fungos testados com extrato foi >1024. A atividade de alguns
antibidticos e antifingicos foi reforcada sinergicamente quando estes extratos foram associados em concentracdes sub-
inibitérias com antimicrobianos. Portanto, sugerimos que os extratos etanélicos e hexanicos de bulbo de Costus arabicus
podem ser utilizados como fonte de produtos naturais com o objetivo de modificar a resisténcia desses microorganismos

aos antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Costus arabicus. Produtos naturais. Atividade antibacteriana. Atividade antifingica.

Modulacdo.
INTRODUCAO

Muitas plantas tém sido objeto de intensas
pesquisas devido ao seu potencial como fontes de
drogas comerciais ou como compostos guia no
desenvolvimento das drogas (CORDELL et al,
1991). Ha um crescente interesse na influéncia de
compostos biologicamente ativos isolados de
plantas no tratamento de doencas causadas por
microorganismos  (AUSTIN;  KRISTINSSON;
ANDERSON,1999).

Escherichia coli ¢ uma das principais causas
de doencas infecciosas humanas. Sdo conhecidas
por produzir enterotoxinas cujas propriedades e seu
papel nas doencas diarréicas tem sido amplamente
investigado. A atividade das citotoxinas na infeccao
humana j4 foi identificado (KONOWALCHUK et
al.,1997,1978; SCOTLAND et al., 1980),
principalmente em infec¢bes do trato urindrio
(HUNGHES et al ,1982). Uma explicagdo para a
cronicidade de algumas infec¢des oportunistas
envolvendo o patégeno Pseudomonas aeruginosa é
que este organismo € perito em formar biofilmes em
que as bactérias estdo protegidos contra as defesas
do hospedeiro e antibidticos (COSTERTON et al.,
1999). Bactérias do género Stphylococcus sio

distribuidas na natureza, assim como na microbiota
normal da mucosa da pele dos pdssaros. Algumas
espécimes de Staphylococcus sdo freqiientemente
reconhecidas como agentes etioldgicos de infec¢oes
oportunistas em muitos animais e humanos
(NOSTRO et al.,2004; COUTINHO et al.,2009).

Com freqiiéncia, as infeccdes fingicas sdo
de dificil tratamento, fato intrinsecamente
relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes
etiolégicos de resisténcia frente a acdo de
antifingicos (ARAUIJO et al., 2004). Candidiase ou
candidose € a infeccdo freqiientemente causada por
fungos oportunistas, onde as espécies comumente
implicados no quadro clinico desta patogenia sao:
Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei. O espectro da candidiase é
muito extenso, indo desde manifestacdes leves,
como a colonizagdio de mucosas até quadros
sisttmicos, com a invasdo de vdrios Orgdos
(COUTINHO, 2009).

Com a utilizacdo inadequada alguns
antimicrobianos estdo perdendo muito rapidamente
sua eficicia, o que torna necessirio o
desenvolvimento de novos medicamentos e técnicas
eficazes de manejo. Assim as perspectivas para uso
de drogas antimicrobianas no futuro € incerta.
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Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam
remediar este problema, como o controle do uso
destes compostos potencialmente prejudiciais
(VARGAS et al., 2004). Nos ultimos anos, tem
havido grande interesse cientifico em quimica e
estudos farmacoldgicos das propriedades bioldgicas
de plantas medicinais (COUTINHO et al., 2008).

Diversas plantas tém sido avaliadas ndo
apenas para  demonstrar seu  potencial
antimicrobiano de forma direta, mas também como
fontes de substancias com potencial de serem
agentes capazes de modificar a acdo antibidtica
(GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006). A
familia Costaceae é constituida por quatro géneros:
Costus, Dimerocostus, Monocostus e
Tapeinocheilas, que estdo distribuidos em 4reas
tropicais e subtropicais. Costus é o género com
maior ndmero de espécies, apresentandol75
espécies (SPECHT et al., 2001). Raizes e caules de
plantas desse g€nero sdo utilizadas pelos
tradicionais medicina como diurético e contra a
diabetes, gonorréia, sifilis, nefrite e outros
problemas de saide (LANS et al.2001;
MOSIHUZZAMAN et al ,1994).

Esse estudo teve o objetivo de avaliar, in
vitro, a atividade antimicrobiana e moduladora de
extratos etandlico e hexénico de bulbo de Costus
arabicus frente cepas de bactérias e de fungos.

MATERIAL E METODOS

Material bacteriano e flingico

As cepas bacterianas utilizadas foram:
E.coli (EC-ATCC10536 e EC27) e S aureus (SA-
ATCC25923 e SA358) e Pseudomonas aeruginosa
(PA ATCC15442 e PA 03).Todas as cepas foram
mantidas em  slants com Heart Infusion
Agar(HIA,Difco laboratorises Ltda.). Antes do
ensaio as células foram cultivadas por 24h em
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infusdo cérebro coragdo (BHI,difco Laboratories
Ltda.). As linhagens ftngicas utilizadas foram:
Candida albicans 40006: Candida tropicalis 40042:
Candida krusei 2538. Todas as cepas foram
mantidas em slants com Heart Infusion Agar (HIA;
Difco Ltda) e antes dos ensaios as células foram

cultivadas por 24 horas a 37°C em infusdo de
cérebro e coracao (BHI,Difco Laboratories Ltda).

Material vegetal

Bulbo de Costus Arabicus foi  coletado no
municipio de Crato, Ceard, Brasil 07°14°19”" de
latitude sul, 39°24°54,6’de longitude oeste. Este
material vegetal representa uma possivel
nova espécie  bioldgica. Devido este  fato, esta
identificacdo esta em processo
no Jardim Botanico Instituto do Rio
de Janeiro, Brasil, sob supervisdo do

Dr. Jodo Marcelo A. Braga. Um voucher desta
planta foi depositado com 0
nimero 1267 no Herbério Dirdano de

Andrade Lima.

Preparacio dos extratos etanélicos e hexanicos
de bulbo de Costus arabicus

Para a produgdo dos extratos foram
utilizadas 272g e 284g de bulbo de Costus arabicus
que ficaram submersos, respectivamente, em etanol
e hexano por 72h a temperatura ambiente. Apods
esse periodo foram filtrados e concentrados em
evaporador rotativo a vdcuo (modelo Q-344B-
Quimis, Brasil), utilizando um banho de &gua
quente (modelo Q-214M2 - Quimis, Brasil),
obtendo-se rendimentos dos extratos brutos
apresentados na Tabela 1. A solucdo utilizada nos
testes foi preparada sob uma concentragdo de
100mg/mL, dissolvidos em 1mL de DMSO, depois
foi diluida em dgua destilada até uma concentracio
de 1024pg/mL.

Tabela 1: Massa e rendimento dos extratos etandlicos e hexanicos brutos (g).

Espécie Biologca Solvente Massa (Bulbo) Extrato Bruto/
Rendimento
Costus arabicus Etanol (EEBC) 272 1,42
Hexano (EHBC) 284 0,5
EEBC - Extrato Etandlico de Costus arabicus; EHBC — Extrato Hexanico de Costus arabicus.
Drogas Brasil), nistatina (Laboratério Teuto Brasileiro S /A
Os antibidticos testados foram os , Brasil) e Metronidazol (Prati, = Donaduzzi &

aminoglicosideos seguintes: amicacina, gentamicin
a e neomicina (Sigma Co.,
St. Louis,EUA).Os antifiingicos usados
anfotericina B (Sigma Co., St. Louis,
EUA), mebendazol (Lasa -. Pharmaceutical
Industries LTDA,

Cia LTDA., Brasil). Todos as solucdes foram
preparados seguindo as recomenda¢des do National
Committee for Clinical Laboratory Standards -
NCCLS (NCCLS2003).
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Concentracao Inibitéria Minima e Modulacio
de drogas antimicrobianas e antifingicas

A concentra¢do inibitéria minima (CIM)
foi determinada em 10% BHI pelo método de
microdiluicdo, usando uma suspensio de 10° UFC
/mL,utilizado um in6éculo de 100uL e wuma
quantidade de 100puL do extrato,a qual foi diluida
de maneira seriada variando em 1024-
2ug/mL(JAVADPOUR., et al 1996).CIM ¢
definida como a menor concentracio na qual
nenhum crescimento microbiano for observado O
teste de contragdo minima inibitéria foi realizado
utilizando as bactérias padrdes e a modulagdo com
as bactérias multeresistentes, os mesmos fungos
foram utilizados no CIM e na modulacdo.Para a
avaliacdo dos extratos como modificadores da
resisténcia microbiana, o (CIM) dos antibidticos e
antifingicos foi determinado na presenca € na
auséncia do produto, o qual estava em concentracio
subinbitéria (CIM / 8). As concentracdes
adicionadas das drogas antimicrobianas usadas
nesse ensaio variaram de 1024-0,5ug/mL, para o
antifiingico, jd para o antibidtico a concentragdo
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utilizada variou de 5000-2,5ug/mL. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37 ° C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com pode ser visto na Tabela 2, os extratos
etandlico e hexinico ndo apresentaram atividade
antibacteriana clinicamente relevante contra as
cepas testadas (CIM > 1024ug/mL), que ¢€
consistente com outros relatos
(PRABUSEENIVASAN et al., 2006), entretanto,
quando combinados em uma concentracio
subinibitéria com os antibidticos descobrimos que
tanto o extrato etandlico quanto o extrato hexanico
foram eficazes contra S. aureus. Aminoglicosideos
em associacdo com os extratos tiveram o CIM
rebaixado: Gentamicina 7 vezes, Amicacina 4
vezes e Neomicina 2 vezes com EEBC e 5 vezes
com EHBC (Tabela 3). A mesma eficacia ndo foi
comprovada com E. coli e P. aeruginosa, o CIM da
solucdo dos extratos associados aos antibidticos se
equivaliam ao do controle dos antibidticos.

Tabela 2: Atividade antibacteriana e moduladora de EEBC contra as cepas de E. coli, S. aerus e P. aeruginosa.

E. coli S.aureus P.aerug
Extrato/antibidtico Alone  +EERC Alone  +EERC Alone +EERC
EEBC >1024 - >1024 - >1024 -
Gentamicina 2,44 2,44 312,5 2,44 1250 1250
Amicacina 9,76 9,76 156,2 19,53 625 625
Neomicina 9,76 9,76 78,12 78, 125 625 625

EEBC - Extrato etandlico de Bulbo de Costus arabicus

Tabela 3: Atividade antibacteriana e moduladora de EHBC contra as cepas de E. coli, S. aerus e P. aeruginosa.

E. coli S.aureus P.aerug
Extrato/antibiético alone +EHBC Alone +EHRC  Alone +EHBC
EHBC >1024 - >1024 - >1024 -
Gentamicina 2,44 2,44 312,5 2,44 1250 1250
Amicacina 9,76 9,76 156,2 9,76 625 625
Neomicina 9,76 9,76 78,12 2.44 625 625

EHBC - Extrato hexanico de Bulbo de Costus arabicus

Estudos sobre atividade antimicrobiana de
produtos naturais de plantas dessa mesma espécie
tem sido relatados, Saraswathi et al.,, (2010)
demonstrou em seu estudo a atividade
antimicrobiana de extrato de Costus igenus.
Entretanto, confirmando os nossos achados Costus
Psisonis também n3o apresentou atividade
antibacteriana contra S. aerus e E. coli
(BRASILEIRO et al., 2006). Estudos da atividade

moduladora e antibacteriana das folhas Costus
arabicus, foi verificado por Cunha et al., (2011),
onde ele obteve resultados semelhantes aos nossos
com CIM >1024 pg/mL e atividade moduladora
sobre aminoglicosideos.

Em se tratando dos fungos, nenhum extrato
apresentou atividade antifiingica, mas como pode
ser visto na Tabela 4 e 5, quando testado com
Candida albicans o extrato EEBC em associa¢do
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com Anfotericina B potencializou o seu efeito,
caracterizando um sinergismo reduzindo seu CIM
para 2ug/ml. Com Candida krusei os extratos
EHBC e EEBC potencializaram o efeito do
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Mebendazol, ji quando associados a Nistatina
apresentaram antagonismo. Nenhum efeito
modulatério foi observada com relacdo a Nistatina
e Benzoilmetronidazol.

Tabela 4. Atividade antifingica e moduladora de EEBC contra as cepas de C. albicans, C.krusei and C.

tropicalis
C. albicans C.krusei C.tropicalis
Extrato/Antifiingico Alone +EEBC Alone +EEHM  Alone +EEBC
EEBC >1024 - >1024 - >1024 -
Anfotericina B >1024 2 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 128 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 64 >1024 >1024 >1024
benzoilmetronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

EEBC - Extrato etandlico de Bulbo de Costus arabicus

Tabela 5: Atividade antiftiingica e moduladora de EHBC contra as cepas de C. albicans, C.krusei and C.

tropicalis
C. albicans C.krusei C.tropicalis
Extrato/Antifiingico Alone +EHBC Alone +EHBC  Alone +EHBC
EHBC >1024 - >1024 - >1024 -
Anfotericina B >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Mebendazol >1024 >1024 >1024 128 >1024 >1024
Nistatina >1024 >1024 64 >1024 >1024 >1024
Metronidazol >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

EHBC - Extrato hexanico de Bulbo de Costus arabicus

De acordo com SILVA., et al (2008) extrato
de Costus psionis se apresentaram contra o
crescimento micelial das espécies de Colletotrichum
spp- Extratos de vdérias plantas, tais como
Himatanthus articulatus, Mentha longifolia, Malva
sylvestris e Psidium guajava, foram testados contra
leveduras do género Candida e representam uma
alternativa no tratamento da candidose. (ALVES et
al., 2009;SIQUEIRA et al., 2009) No entanto, este é
o primeiro relatério de atividade e de potenciagdo da
atividade de uma droga antiftingica combinado com
um extrato de Costus arabicus.

Esta estratégia ¢ chamada de "shotgun
ervas" ou ‘efeito sinérgico de vdrios de
segmentacdo” e refere-se a utilizagdo de plantas e
drogas em uma abordagem usando mono ou multi-
extrato de combinag¢des, o que pode afetar ndo
apenas um alvo Unico, mas varios alvos, onde os
diferentes componentes terapéuticos colaborar de
uma forma sinergética-agonisticas. Esta abordagem
ndo ¢é apenas para combinacdes de extratos;

combinagdes entre os produtos naturais ou extratos
e produtos sintéticos ou antibidticos também sio
possiveis (COUTINHO et al., 2008; WAGNER
AND ULRICH-MERZENICH 2009).

Os dados verificados poderdo incentivar
pesquisas futuras sobre os aspectos antimicrobianos
de produtos naturais de isolados de Costus arabicus.
O intuito é fundamentar sua possivel utilizagdo
como agente modificador da resisténcia de
microorganismos; tendo em vista, que o bulbo desta
planta apresentou eficicia contra cepas bacterianas e
fingicas responsdveis pelo aumento da morbidade
da populagdo.
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ABSTRACT: In this study, ethanol and hexane extracts of the bulbs from Costus Arabicus were assayed to
antibacterial, antifungal and modulatory activity against antibacterial and antifungal drugs using bacterial and fungal
strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. krusei and
C. tropicalis. The antimicrobial and modulatory activity was evaluated by microdilution method. The activity of some
antimicrobial drugs was synergistically enhanced when sub-inhibitory concentrations of these extracts were associated
with antimicrobial drugs. Therefore, we suggest that ethanol and hexane extracts of bulbs from Costus Arabicus can
be used as a source of natural productsin order to modify the resistance of these microorganisms to antimicrobials,
demonstrating an interesting strategy to combat drug-resistant infectious agents.

KEYWORDS: Costus Arabicus. Natural products. Antibacterial. Antifungal activity. Modulation.
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