U niversidadep

ESTADUAL DA PARAIBA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS | - CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

FERNANDA BEZERRA BASTOS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE Myracrodruon urundeuva e Prosopis juliflora FRENTE A
Escherichia coli PRODUTORA DE BETALACTAMASE DE ESPECTRO
ESTENDIDO

CAMPINA GRANDE - PB
2014



FERNANDA BEZERRA BASTOS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE Myracrodruon urundeuva e Prosopis juliflora FRENTE A
Escherichia coli PRODUTORA DE BETALACTAMASE DE ESPECTRO
ESTENDIDO

Trabalho de Concluséo de  Curso
apresentado em forma de artigo ao
Departamento de Biologia da Universidade
Estadual da Paraiba, como requisito para
obtencdo do titulo de Bacharel (a) em
Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof2. Dra. Karelete Vania
Mendes Vieira

CAMPINA GRANDE - PB
2014



E expressamente proibida a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletronica.
Sua reprodugéo total ou parcial & permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducdo figure a identificagéo do autor, titulo, instituicdo e ano da dissertagéo.

B234e Bastos, Fernanda Bezerra.

Avaliag&o da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos de Myracrodruon urundeuva e Prosopis julifiora
frente a Escherichia coli produtora de betalactamase de espectro
estendido [manuscrito] / Fernanda Bezerra Bastos. - 2014.

30p.:il

Digitado.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Salde, 2014.

"Orientag&o:' Profa. Dra. Karlete Vania Mendes Vieira,
Departamento de Farmécia".

1. Resisténcia bacteriana. 2. Terapia alternativa. 3. Diluigdo
seriada. |. Titulo.
21. ed. CDD 615.321




FERNANDA BEZERRA BASTOS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE Myracrodruon urundeuva e Prosopis juliflora FRENTE A
Escherichia coli PRODUTORA DE BETALACTAMASE DE ESPECTRO
ESTENDIDO

Aprovadaem: 29 /98 /2014

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado em forma de artigo ao
Departamento de Biologia da Universidade
Estadual da Paraiba, como requisito para
obtengdo do titulo de Bacharel (a) em
Ciéncias Biologicas.

Roleks Vs Monde, Miatns
Prof2 Dr® Karlete Vania Mendes Vieira

Orientadora

Departamento de Farmacia, UEPB

/ Prof Dr. Délcio d/ Castro Fellsmmo
Examinador

Departamento de Biologia, UEPB

<QM\QW Aﬂ‘\f Uieo A qﬂzf i

Prof. Dr. Thulio Antunes de Arruda

Examinador

Departamento de Farmacia, UEPB



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, que estd sempre a frente de cada decisao
tomada, tornando meus sonhos realidade e me mostrando o caminho certo a seguir.
Por renovar as minhas forcas e me fazer seguir em frente nessa caminhada. Sem
ele na minha vida eu néo teria chegado aonde eu cheguei, ndo seria nada do que
sou e me tornei. A Jesus Cristo, amigo sempre presente, sem o qual nada teria feito.

A minha familia, em especial meu Pai Fernando Jorge Jeronimo Bastos e
minha Mée Josenilde Bezerra Bastos que sempre me apoiaram, me escutaram, me
orientaram, me incentivaram e acima de tudo me deram muito amor. Vocés sao a
razéo de tudo.

A minha irma Priscilla Bezerra Bastos pelas palavras amigas nas horas
dificeis, pelo o apoio dado, por acreditar em mim e sempre me falar que no fim tudo
daria certo.

A minha orientadora Prof.2 Dr2 Karlete Vania Mendes Vieira, que me
acompanhou nessa caminhada, sempre muito paciente e amorosa, transmitindo-me
tranquilidade, me ensinando boa parte do que sei hoje.

A meu grande amor e noivo Marllon Larry que sempre me apoiou, escutou
meus desabafos, secou minhas lagrimas, me motivou e sempre falou que eu iria
conseguir. Seu apoio foi fundamental para que eu pudesse continuar nessa
caminhada.

A minha sogra e amiga Marli Oliveira Santos sempre atenciosa comigo,
sempre me incentivou e acreditou no meu potencial.

A Augusto técnico de laboratério, por ter sido tdo prestativo e paciente.

As minhas amigas de faculdade, em especial Brenda Kiara, Lucia Virginia,
Raquel Costa, Vanessa Rocha, Maria Margarete e Ana Carla que ao longo desses
guatro anos sempre estiveram presente em minha vida de uma forma e de outra me
apoiando, me ajudando e contribuindo para minha formagéo.

Aos meus familiares que sempre me incentivaram e me apoiaram, essa Vvitoria
também dedico a vocés.

Enfim, agradeco a todos que estiveram presente em minha vida durante essa

caminhada. Obrigado!



"Ninguém tem o poder de mudar o

gue Deus determinou para sua vida.

Ninguém por mais que tente pode te parar

ou roubar o seu direito de vitoria.

Podem te fazer chorar, podem te entristecer,

podem até dizer que vocé nao é capaz,

mas o que Deus faz é perfeito e quando ele quer,

ele faz acontecer. Ninguém pode tirar o seu direito de Vencer!

Descanse seu coragao, que ele vai agir por vocé...".

Cecilia Sfalsin



AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DE Myracrodruon urundeuva e Prosopis juliflora FRENTE A
Escherichia coli PRODUTORA DE BETALACTAMASE DE ESPECTRO
ESTENDIDO

BASTOS, Fernanda Bezerral; VIEIRA, Karlete Vania Mendes2.

RESUMO

A resisténcia bacteriana a mudltiplas drogas € considerada como um problema
inerente a terapia antimicrobiana, mostrando a necessidade em se buscar novas
fontes terapéuticas a partir de recursos naturais, e que podem ser mais eficientes
para o tratamento de infec¢des bacterianas. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Prosopis juliflora (Sw.) e das cascas de Myracrodruon urundeuva Fr. Alim. frente a
cepas de Escherichia coli produtora de betalactamase de espectro estendido
(ESBL), relacionadas a infecdo do trato urinario. Foram obtidos os extratos
hidroalcoodlicos a partir das folhas de Prosopis julifiora e das cascas do caule de
Myracrodruon urundeuva pelo método de percolacdo. Para a determinacdo da
atividade antimicrobiana empregou-se a técnica de difusdo em meio sdlido e
cavidade em placa, sendo os extratos submetidos a diluicbes seriadas de 50%, 25%,
12,5% e 6,25%, a partir do extrato bruto. Constatou-se atividade antimicrobiana do
extrato bruto das folhas de P. juliflora para todas as cepas de E. coli, e inibicdo na
concentracdo de 50%, enquanto que, o extrato da casca de M. urundeuva né&o
apresentou atividade antimicrobiana. Portanto, o estudo com o extrato de P. juliflora
(Sw.) deve ser aprofundado, visando sua utilizagdo como terapia alternativa para o
tratamento de infec¢des bacterianas.

Palavras-Chave: Resisténcia bacteriana. Terapia alternativa. Diluicdo seriada.

1 Aluna de graduacao do curso de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual da Paraiba
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1 INTRODUCAO

Embora exista uma grande variedade de mecanismos de resisténcia aos
antibioticos betalactamicos, um dos mecanismos mais importantes € a producdo de
betalactamases, que sdo enzimas capazes de hidrolizar o anel betalactamico de
penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados, tornando-os
inativos. Entre estes destacamos a producdo de betalactamases de espectro
estendido (ESBL) principalmente em algumas espécies de bactérias Gram-negativas
(FRANCISCO; JEA, 2002). As bactérias produtoras de betalactamases mais
relatadas na literatura sdo a Klebsiella pneumoniae e a Escherichia coli (KIM et al.,
2002; CASSETTARI et al., 2006).

A Escherichia coli € uma das principais causas de doencas infecciosas em
seres humanos e é o agente etioldgico mais frequente das infec¢des do trato urinario
(ITU), acometendo principalmente mulheres e criangas (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Além dos fatores diretamente relacionados com a uroviruléncia
destes patdgenos, a resisténcia a antimicrobianos tem sido apontada como um
fendbmeno entre os mais relevantes, cuja evolugcdo vem sendo gradativamente
observada (JOHNSON et al, 2002; NAVEEN; MATHAI, 2005; SANNES;
KUSKOWSKI; JOHNSON, 2004).

Em razdo ao grande aumento da resisténcia de micro-organismos
patogénicos a multiplas drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos,
surge a preocupacao para a procura de novas alternativas terapéuticas (NOVAIS et
al., 2003; ANTUNES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007). As
plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais, de grande interesse cientifico
devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, por proporcionarem
grandes chances de obterem-se moléculas protétipos devido a diversidade de seus
constituintes (NASCIMENTO; LOCATELLI; FREITAS, 2000; PESSINI et al., 2003;
DUARTE et al., 2004; MICHELIN et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Entretanto, as investigacdes cientificas visando determinar o potencial
terapéutico das plantas sédo limitadas, existindo a falta de estudos cientificos
experimentais que confirmem as possiveis propriedades antibidticas de um grande
namero dessas plantas. Espera-se que compostos que atinjam, nas células, alvos
diferentes daqueles utilizados pelos antibidticos conhecidos, sejam ativos contra

patogenos resistentes.



Diante do exposto, a pesquisa teve por objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Prosopis juliflora e das
cascas de Myracrodruon urundeuva, sobre Escherichia coli produtora de beta

lactamases de espectro estendido (ESBL), relacionadas a infec¢ao do trato urinario.



2 REFERENCIAL TEORICO

O uso de plantas medicinais € uma pratica comum na medicina popular. Nas
tltimas décadas, foram intensificadas as investigacbes sobre fitoterapicos que
possam oferecer tratamento alternativo de controle bacteriano (PUPO et al., 2007).
O estudo desses agentes é importante no campo da saude visto que se buscam,
mundialmente, substancias menos toxicas e mais eficazes contra a resisténcia
bacteriana e capazes de combater novos patégenos (BARBOSA-FILHO et al., 2007,
OSTROSKY et al., 2008).

Segundo Duarte et al (2004), no Brasil, estudos com a mesma finalidade sao
de grande importancia, uma vez que plantas medicinais sdo utilizadas em varias
areas da saude como forma alternativa de tratamento. Além disso, nosso pais
apresenta uma rica biodiversidade, devendo-se considerar o custo mais baixo destas
formas terapéuticas em relacdo a medicamentos industrializados.

A resisténcia a antimicrobianos tem aumentado rapidamente nos Ultimos anos
no Brasil e no mundo, gerando a necessidade crescente do conhecimento do perfil
de sensibilidade das bactérias que mais frequentemente causam infec¢des e do
modo de disseminacdo da resisténcia (TOSIN, 2001). Entre as bactérias Gram-
negativas, responsaveis por grande parte das infec¢cdes nosocomiais, a producéo de
betalactamases constitui um dos principais mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos betalactamicos (NOGEUIRA et al., 2006).

As Betalactamases, sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel betalactamico
de penicilinas, cefalosporinas de terceira e quarta geracao e aztreonam, tornando-os
inativos. Destaca-se entre eles a producéo de betalactamase de espectro estendido
(ESBL), principalmente em algumas espécies de bactérias Gram-negativas
(FRANCISCO; JEA 2002). Essas enzimas sdo mediadas por genes plasmidiais nao
induziveis e s&o inibidas por compostos como acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam (STURENBURG; MACK, 2003).

Em 1983, na Alemanha, foi descrito o primeiro micro-organismo produtor de
ESBL, uma cepa de Klebsiella pneumoniae. Mais tarde, nos Estados Unidos e outros
paises da Europa, os genes codificadores de ESBL mediados por plasmideos foram
disseminados para Escherichia coli (EMERY; WEYMOUTH, 1997). Inicialmente, os
organismos produtores de ESBL foram todos isolados de infecgbes nosocomiais,
ocorrendo selecdo devido ao uso indiscriminado de cefalosporinas de amplo
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espectro e resultando em cepas que hoje podem ser encontradas também na
comunidade. Além disso, esse plasmideo, geralmente contém genes de resisténcia
a outros antibiéticos como os aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclina e
cloranfenicol (PATERSON et al., 2000).

Os antibidticos betalactamicos constituem uma grande familia de diferentes
grupos de compostos contendo um anel betalactamico em sua estrutura (MIMS et
al., 2001). As penicilinas e cefalosporinas (betalactamicos) afetam a sintese dos
componentes do peptideoglicano inibindo uma etapa particular, em que ligacdes
cruzadas sao formadas entre as cadeias de peptideoglicano, este fato permite uma
falha na sustentabilidade da parede -celular (PELCZAR et al., 1996). Os
betalactamicos agem ligando-se as proteinas carreadoras de penicilina na parede
celular bacteriana. A resisténcia a estes agentes geralmente envolve processos que
interferem na atuacao destas proteinas.

Varios fatores determinam a eficAcia de combinacdes de inibidores,
antibioticos, enzimas e cepas bacterianas especificas. Estes fatores incluem a
magnitude com que os antibidticos ou os inibidores induzem a atividade das
betalactamases, a quantidade de enzima produzida, e a eficacia do inibidor contra o
tipo especifico de betalactamase produzida. Entre as betalactamases de amplo
espectro, algumas sdo bloqueadas por diferentes inibidores e outras ndo séo
afetadas pela sua presenca (KONEMAN et al., 1999).

As ESBLs estdo frequentemente associadas a infeccbes urinarias,
pneumonias, septicemias, bacteremias e meningites, entre outras inUmeras
infeccbes (BOCCIA et al., 2001; ZAR; COTTON, 2002). Os principais géneros
produtores de ESBLs, dentre as enterobactérias, sdo Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus sp, Providencia sp e Enterobacter sp (AMARANTE, 2002).
Enterobactérias produtoras de ESBLs estdo amplamente disseminadas, ja tendo
sido reportadas na Franca, Estados Unidos, Reino Unido, Grécia, Holanda, Hungria,
Portugal, Bolivia, Peru, Brasil, entre outros (FREITAS et al., 2003; VALVERDE et al.,
2003).

A Escherichia coli é considerada o micro-organismo invasor mais comum das
infeccdes urinarias de acordo com Murray et al (1999), ocorrendo em cerca de 80%
a 90% das infecgBes bacterianas agudas ndo-complicadas das vias urinarias. A
E.coli possui fimbrias ou pili, que sdo apéndices filamentosos menores e mais curtos

gue os flagelos e se fixa na parede do trato urinario para nao ser arrastada pelo fluxo
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urinario, a E.coli na microbiota intestinal ndo causa dano algum, pois ja faz parte
dela, mas, se alcancar as vias urinarias, causa infecgdo por ser um patdgeno
agressivo no trato urinario (ALBERT et al., 1995).

Tortora, Funke e Case (2009) afirmam que a infec¢do do trato urinario (ITU)
esta dentro das infec¢des bacterianas mais frequentes, estima-se que existam 150
milhdes de casos anuais em todo o mundo. A maioria, em mulheres, e estes néo
resultam em sequelas duradouras ou danos renais, mas € responsavel por uma alta
morbidade (GUIMARAES, 2002). Entre as ITU’s mais graves estdo aquelas
associadas com cateteres urinarios, as quais representam cerca de 40% de todas as
infecgbes adquiridas nos hospitais.

A Myracrodruon urundeuva Fr. All. é conhecida popularmente como aroeira
ou aroeira-do-sertdo, € um representante arbéreo da familia Anacardiaceae,
considerada uma espécie decidua, helidfita e seletiva xerofila (LORENZI, 1992). Seu
limite de distribuicdo natural se estende pelas Regides Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil até a regido chaquenha da Bolivia, Paraguai e Argentina (SANTIN;
LEITAO-FILHO, 1991; LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994; GURGEL-GARRIDO et
al., 1997). Nas Florestas Estacionais Deciduais do norte de Minas Gerais, a aroeira
ocorre frequentemente nas matas secas calcarias e na caatinga arborea (SANTOS
et al., 2007).

Caracteriza-se também por apresentar porte médio a alto, galhos
relativamente delgados e compridos e flores geralmente com 0,5 cm de comprimento
de cor creme a purpura em paniculas terminais. (DUARTE; TOLEDO,; OLIVEIRA,
2006; DUARTE et al., 2009). Apresenta frutos drupaceos, pequenos, globosos ovais,
curtamente apiculados. (BRAGA, 1976; FERNANDES, 2011). A sua madeira
destaca-se por ser praticamente imputrescivel, de grande resisténcia mecéanica aos
decompositores. (PAES et al., 2009) Ressalta-se ainda que as cascas de M.
urundeuva sao ricas em substancias fendlicas e além do uso medicinal & também
utilizada na fabricacdo de tintas para tecidos. (BERNARDES et al, 2011; GOMES,
2011). Os taninos séo os constituintes quimicos majoritarios encontrados na espécie
(MONTEIRO et al 2006). Evidencia-se, ainda, a presenca de alcaldides (LIMA et al.,
2004), terpenos (FORTES; GUEDES, 2006) e substancias esteroides diversas como
chalconas (MOTA, 2006).

E popularmente conhecida por suas propriedades medicinais como atividade

anti-inflamatoria, cicatrizante e uso em infec¢cdes urinarias e respiratérias
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(ANDRADE et al, 2000; ALBUQUERQUE, 2006). Efeito anti-ulcerogénico e protetor
da mucosa gastrica (CARLINI et al. 2010). Utilizada com aplicacédo externa na forma
de antisséptico, eficaz também contra micoses e candidiases (BALBACH, 1995;
OLIVEIRA; BARROS, NETO, 2010). Por via local é eficaz nos casos de inflamacgfes
da pele e das mucosas como gengivas e garganta.

Segundo Perez; Moraes (1991), a Prosopis juliflora conhecida como algaroba,
pertence a familia Leguminoseae, subfamilia Mimosoideae e tem cerca de 44
espécies, nativa do Peru, Chile e Argentina. Sdo arbustos de tamanho médio ou
arvores de grande porte, que podem atingir 20 metros de altura, com tronco de mais
de um metro de didmetro. Embora cresgcam nas proximidades da agua, diferentes
espécies de Prosopis desenvolvem-se em lugares secos, onde dificiimente outras
plantas poderiam sobreviver. Ainda podem tolerar e crescer com rapidez em solos
salinos e em solos &cidos de baixa fertilidade.

O caule é retorcido, espinhoso e de casca grossa e coloragdo pardo
avermelhada. As folhas sdo compostas bipinadas, inflorescéncias em espigas
axilares, hermafroditas, de coloracdo branca-esverdeada, medindo cerca de 14 cm
de comprimento. Os frutos s&do legumes indeiscentes em forma de lomento
drupaceo, com 40% de sacarose e endocarpo (BUKART, 1976; MENDES, 1989;
LIMA, 1994; CAMPELO, 1997).

A importancia medicinal da Prosopis juliflora estd nas evidéncias de efeitos
farmacoldgicos demonstrados com o uso de extratos de folhas e frutos, tais como
efeito antibacteriano (AQEEL et al., 1989; AHMAD et al., 1986; AHMAD et al., 1995;
CA-CERES et al., 1995; AL-SHAKH-HAMED; AL-JAMMAS, 1999; SATISH;
RAVEESHA; JANARDHANA, 1999), antifangico (AHMAD et al., 1989; KAUSHIK;
SANJAY; TRIPATHI, 2002) anti-inflamatério (AHMAD et al., 1989), estimuladora do
sistema imune (AHMAD et al, 1992) e inibidor da acetil-colinesterase
(CHOUDHARY et al., 2005).

Tendo em vista que o tratamento de pacientes com infec¢cdes causadas por
cepas que produzem ESBL fica limitado a poucos agentes de amplo espectro de
acao, os quais poderdao também falhar diante de micro-organismos que produzem
multiplas betalactamases, que associadas produzem multipla resisténcia, € notoéria a
necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas

para serem utilizadas no combate a esses micro-organismos.
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Obtencdo e caracterizacdo das amostras vegetais

As amostras vegetais das folhas de Prosopis juliflora foram coletadas na
regido do compartimento da Borborema-PB, no Parque Maria da Luz, a partir de
plantas adultas selecionadas, respeitando-se a época e o horério ideal de coleta. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel tipo kraft e
transportadas para o Laboratério de Botanica da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), Campus I, no qual foram confeccionada a exsicata e identificada, sendo
depositada no Herbario Arruda Camara, sob o n° 905. Enquanto que, as amostras
das cascas de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemdo, foram adquiridas
comercialmente, sendo acompanhada de laudo técnico contendo os testes de

controle de qualidade e comprovacao de sua autenticidade.

3.2 Obtencéao do extrato vegetal

Os extratos hidroalcodlicos das folhas de Prosopis julifiora (algaroba) e das
cascas de Myracrodruon urundeuva (aroeira) foram obtidos no laboratério de
Farmacognosia da Universidade Estadual da Paraiba, Campus I.

O preparo dos extratos seguiu a orientacdo do processo “A” da Farmacopeia
Brasileira (DIAS DA SILVA, 1929), adaptado por Yunes et al., (2001), onde a
secagem do material vegetal foi realizada a temperatura ambiente e completada em
estufa a 40°C até obter-se um teor padrdo de umidade de 20%, embora as cascas
da Myracrodruon urundeuva terem vindo acompanhada de seu laudo técnico, a
secagem foi completada até a obtencéo de teor de umidade de 20% para melhor
controle da mesma. Apés a secagem, as folhas de Prosopis juliflora foram colocadas
em contato com solucéo hidroalcodlica a 70% durante uma semana, e as cascas de
Myracrodruon urundeuva, foram maceradas e reduzida a p0O, sendo pesado
utilizando balanca de precisdo, em seguida, o material vegetal foi colocado em um
recipiente de vidro previamente esterilizado, em contato com solucéo hidroalcodlica
a 70% durante uma semana. Os frascos foram mantidos abrigados da luz e agitados
duas vezes ao dia. Utilizou-se o método de percolagdo para realizagdo da extracao

de ambas as espécies.
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3.3 Atividade Antimicrobiana

Cepas microbianas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos das
referidas espécies vegetais, foram utilizadas dez cepas microbianas de Escherichia
coli produtora de Beta Lactamase de Espectro Estendido (ESBL), as quais foram

disponibilizadas por um Laboratorio Clinico, localizado em Campina Grande/PB.

Preparagcéo da suspensao microbiana

O inoculo de bactérias foi adaptado e padronizado segundo o National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003), através de cultivo de
24h em placa de Agar Mueller-Hinton, onde uma alcada das bactérias (inoculos
bacterianos), de colonias isoladas, foi suspensa em solucdo salina disposta em
tubos de ensaio, até a obtencdo de turvacédo igual a escala 0,5 de Mc Farland, que

equivale a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml.

Andélise microbioldgica

A atividade antimicrobiana foi adaptada de Menezes et al., (2009), sendo
avaliada pelo método de difusdo em meio de cultura sélida, processo de cavidade
em placa. O meio de cultura foi distribuido uniformemente nas placas, sendo estas
dispostas em superficie nivelada para assegurar que a camada de meio tenha
profundidade uniforme (4 mm de espessura). Apos o teste de esterilidade do Agar de
24 horas, o inoculo padronizado foi entdo distribuido na placa com o auxilio de um
“swab” estéril, retirando o excesso de liquido comprimindo a ponta do “swab” nas
paredes do tubo de ensaio, e espalhando o conteudo do “swab” sobre o meio de
cultura solido distribuido na placa de Petri, seguindo a técnica proposta por Kirby-
Bauer et al., (1966).

A técnica de perfuragdo do meio de cultura em Agar, baseada em Ostrosky et
al., (2008), foi realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didametro para
formacado de pocos, nos quais foram aplicados 50 uL dos referidos extratos. Como
controle negativo, utilizou-se solucéo hidroalcodlica a 70% e como controle positivo
para ESBL, utilizou-se Amoxacilina/Acido Clavulanico, Cefoxitina, Aztreonam,
Ceftazidima, Cefepime e Ceftriaxiona. As placas foram incubadas em estufa

bacteriologica a 37°C/24 horas. Sendo o ensaio realizado em duplicata.
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Apébs o periodo de incubacgédo, a leitura do teste foi realizada medindo em
milimetro o didmetro dos halos de inibicdo ao redor do po¢co com o auxilio de um
paquimetro manual. Foram considerados como possuidores de atividade
antimicrobiana, o extrato que apresentou um halo de inibicdo do crescimento, igual

ou superior a 10 mm de diametro. (LIMA et al., 2004).

Método da dupla difusdo ou método da aproximacgéo de disco

A identificacdo das amostras produtoras de ESBL forma feitas mediante a
sinergia de duplo disco. Realizou-se a difusdo em agar utilizando uma placa de agar
Mueller Hinton inoculada com uma suspensao bacteriana ajustada com o padréo 0,5
da escala de Mac Farland, logo apdés foram colocados os discos com carga
padronizada de aztreonam e cefalosporinas de terceira e quarta geracdo como
cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, dispostos a uma distancia de 20 mm de discos
de amoxicilina/acido clavulanico. E considerada sinergia positiva (e, portanto,
detecta-se a producdo de ESBL), quando se observa uma ampliacdo do halo de
inibicdo em alguma das cefalosporinas ou do aztreonam ou o aparecimento de uma
terceira zona irregular de inibicdo (conhecida como ghostzone) entre o disco
composto e o disco de uma das drogas betalactamica (PATERSON et al., 2000).

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (2005), todas as
cepas bacterianas que apresentam sensibilidade diminuida (halos de inibicdo
reduzidos) a cefalosporinas de 32 geracdo e ao aztreonam devem ser consideras
como possiveis produtoras de ESBL. (EMERY; WEYMOUTH, 1997; PATERSON et
al., 2000; PEREIRA et al., 2003; HARISH et al., 2007).

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM do extrato hidroalcodlico, foram realizadas
diluicGes seriadas, a partir do extrato bruto (100%), de 50% (1:2 ug.mL1), 25% (1:4
pug.mL?t), 12,5% (1:8 pg.mL?) e 6,25% (1:16 pug.mL?1). As diluicGes foram obtidas
transferindo-se 5 mL da forma obtida bruta para 5 mL de agua destilada em tubo,
obtendo-se a diluicdo de 1:2 ug.mL-1 ou 50%, a partir desta, obteve-se as demais
diluicdes até obter a diluigdo de 1:16 ug.mL-1 ou 6,25%.

Posteriormente, foram distribuidos 50 pL do extrato da planta nas
concentracOes a serem testadas. Em seguida, foram incubadas a 37°C/24-48 horas.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado final determinado pela média
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aritmética dos halos de inibicdo. Foi estabelecida como CIM a concentracdo do
extrato capaz de desenvolver um halo de inibicdo do crescimento bacteriano maior

ou igual a 10 mm de diametro, medido por um paquimetro manual.
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4 DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Nos ensaios realizados verificou-se qualitativamente a atividade antimicrobiana
de Prosopis juliflora. Observou-se que as cepas de Escherichia coli foram sensiveis
ao extrato da folha de P. juliflora, enquanto que foram resistentes ao extrato de
Myracrodruon urudeuva, ja que esta nao apresentou halo de inibicéo.

Observa-se na Tabela 1, que as cepas de Escherichia coli mostraram-se
sensiveis ao extrato de P. Juliflora, apresentando resultados satisfatérios na
concentragdo do extrato bruto e na diluigdo de 50%. Ao analisar o efeito
antimicrobiano do extrato da casca de M. urundeuna, verificou-se que o extrato foi
resistente as cepas analisadas.

Estudos indicam que o extrato hidroalcodlico da casca da Myracrodruon
urundeuva apresenta excelentes efeitos anti-inflamatério, cicatrizante e anti-Ulcera,
aliado a comprovada acdo anti-histaminica e anti-bradicinina, além de acdes
antimicrobianas exceto a Escherichia coli (MATOS, 1998).

Extratos das sementes e folhas de Prosopis juliflora tém demonstrado
diversos efeitos farmacoldgicos in vitro como propriedade antibacteriana (AQUEEL
et al.,, 1989; SATISH et al., 1999), antifungica (AHMAD et al., 1989; KAUSHIK;
SANJAY; TRIPATHI, 2002) e antiinflamatéria (AHMAD et al., 1989). Estas
propriedades foram atribuidas a presenca de substancias alcaloides (AHMAD et al.,
1989).

A Tabela 2, apresenta o teste de positividade para ESBL, com 0s respectivos
antibiéticos, amoxacilina/acido clavulanico, cefepime, ceftriaxiona, azteronam,
cefoxitina, ceftazidima, onde houve o aparecimento da zona fantasma, e inibicdo dos

halos nos discos contendo o cefepime e a amoxilina/acido clavulanico.
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TABELA 1: Diametro da média dos halos em mm da atividade antimicrobiana do extrato

hidroalcodlico das folhas de Prosopis juliflora e da Concentracao Inibitéria Minima (CIM),

frente a Escherichia coli de espectro estendido (ESBL).

Espécie E. coli
Cepas Extrato bruto 50% 25% 12,5% 6,25%
1 12,00 - - - -
2 13,00 10,00 - - -
3 10,00 - - i -
4 12,00 10,00 ; - _
5 10,00 - - ' -
6 10,00 i i ' i
7 11,00 - - -
8 11,00 - - ] -
9 10,00 - - - -
10 12,00 - - -

Dilui¢cdes seriadas — 1:2, 1:4, 1:8, 1:16

Tabela 2. Teste de controle de positividade para Betalactamse de Espectro

Estendido

Antibi6ticos

Diametro dos halos

Amoxacilina + Acido clavulanico
Cefepime

Ceftriaxiona

Aztreonam

Cefoxitina

Ceftazidima

25,00
22,00

Os respectivos antibiéticos foram testados com a cepa 3, observa-se que para

seis antibidticos testados a Escherichia coli produtora de ESBL foi resistente a

quatro e sensivel a dois, mostrando assim a importancia da espécie vegetal

estudada Prosopis juliflora, j& que essa mostrou-se eficaz na concentracdo do
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extrato bruto contra todas as cepas de E. coli produotora de ESBL testadas,
apresentando halos de inibicdo do crescimento bacteriano variando de 10 a 13 mm.

Os resultados apresentados séo interessantes, visto que a bactéria testada
esta entre a principal agente causadora de infeccbes do trato urinario, conforme
(MURRAY, 1999).

No trabalho realizado por Fernandes (2011), ao avaliar a atividade
antimicrobiana pelo método de disco difusdo do extrato bruto da aroeira, na
concentracéo inicial de 100 mg/mL, sobre a cepa de E. coli, verificou que o extrato
ndo apresentou atividade. Fato esse, comprovado também nessa pesquisa, onde o
mesmo nao apresentou efeito antimicrobiano para as cepas de E. coli testadas.

Estudos realizados por Lima et al (2004), mostraram que o extrato da casca
de Schinus terebenthi folius (aroeira vermelha) ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli. Ao comparar os dados obtidos com o extrato
da casca de Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertdo), observa-se que ambos os
extratos ndo apresentaram efeito contra E. coli.

Alves et al (2009) avaliou o extrato hidroalcélico in vitro da aroeira-do-sertdo e
observou que esta apresentou atividade bactericida e bacteriostatica sobre S.
mutans, S. mitis, S. sobrinus, S. sanguis e L. casei, como também acéo antifingica
sobre C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.

Conforme observado neste estudo, o extrato hidroalcodlico da folha da P.
juliflora (Sw.) apresentou relevante atividade antimicrobiana. Estudos
antimicrobianos tém apontado excelentes propriedades terapéuticas de extratos
hidroalcodlicos. Além de existirem poucos relatos sobre a planta escolhida, assim
precisando de mais pesquisas e maiores buscas de beneficios que esta possa
propiciar & populacéo e a saude.

No estudo realizado por Cunha (2012), foi verificada a atividade antifungica do
extrato hidroalcodlico da folha de P. juliflora, frente a leveduras do género Candida
como, C. albicans, C. guillermondii, C. parapsilosis e C. tropicalis.

E provavel que a atividade antimicrobiana apresentada por espécies vegetais
esteja ligada a presenca de taninos, compostos fendlicos e outras substéncias
encontradas em sua casca (BANDEIRA, 2002; LORENZI & MATOS, 2002;
QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002; SOUZA et al., 2007; SILVA, 2008).
Alguns investigadores provaram gue 0s taninos servem para proteger as plantas

contra os herbivoros e as doencas patogénicas, por mecanismos de inibicdo de
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adesinas e enzimas bacterianas, modificagdo do metabolismo bacteriano, ou ainda
pela formacdo de complexos com polissacarideos e proteinas (BERNAYS et al.,
1989; HARBONE et al., 1991; COWAN, 1999; LOUQUERCIO et al., 2005).

De acordo com o teste fitoquimico realizado por Cunha (2012), indicam que a
P. juliflora é rica em taninos, tanto em suas folhas, como na casca de seu caule. De
acordo com Scalbert (1991), € possivel que o tanino apresente atividade
antimicrobiana por agir inibindo enzimas bacterianas e fungicas.

Considerando a riqueza de constituintes presentes em plantas, a atividade
antimicrobiana positiva do extrato da algaroba frente a amostras bacterianas, pode
ser devido a presenca de compostos como taninos e alcaloides previamente
encontrados na planta, uma vez que estes compostos tém comprovada acao
antimicrobiana, e que compostos fendlicos possuem uma acéo inespecifica sobre o
micro-organismo, rompendo a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas
enzimaticos para a formacao da mesma (HASLAM, 1995; JORGE; SILVA; FERRO,
1996; AKINPELU, 2001).

Como a atividade na casca de M. urundeuva foi negativa, sugere-se que 0
resultado pode estar na quantidade de principio ativo extraido da casca, ou que as
casca nao possui a quantidade satisfatoria de principio ativo capaz de inibir o
crescimento bacteriano, por isso a importancia de se utilizar outras metodologias,
empregando outros solventes na extracdo de principios ativos, e ampliar os estudos
a respeito da atividade antimicrobiana.

Os resultados apresentados indicam um potencial efeito antimicrobiano das
folhas de P. juliflora sobre as cepas de E. coli produtora de ESBL, entretanto se faz

necessario que novos estudos sejam desenvolvidos.
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5 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, com base nas condi¢ces
experimentais, pode-se concluir que o extrato bruto hidroalcodlico das folhas de
Prosopis juliflora apresentou atividade antimicrobiana satisfatoria frente a cepas de
Escherichia coli produtora de betalactamase de espectro estendido, demostrando-se
como uma alternativa terapéutica para o tratamento de infec¢cdes bacterianas
resistentes. Porém, torna-se necessario a realizacdo de estudos no tocante ao
isolamento de principio ativo, dose, toxicidade e forma farmacéutica com o intuito
desses extratos serem empregados como opc¢ao terapéutica de forma segura e

estavel.
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF EXTRACTS OF
HYDROALCOHOLIC Prosopis juliflora and Myracrodruon urundeuva ON
PRODUCING Escherichia coli BETALACTAMES EXTENDED SPECTRUM (ESBL)

BASTOS, Fernanda Bezerra!; VIEIRA, Karlete Vania Mendesz2,

ABSTRACT

Bacterial resistance to multiple drugs is considered as a problem inherent in the
antimicrobial therapy, showing the necessity to find new therapeutic sources from
natural sources, which are most effective for treating bacterial infections. This study
aimed to evaluate the antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts of leaves of
Prosopis juliflora (Sw.) And the bark Myracrodruon urundeuva Fr. ALLM. against
strains of Escherichia coli producing extended-spectrum betalactamse (ESBL)
related urinary tract infection. The plant material used were Prosopis juliflora leaves
(mesquite) and the stem bark of Myracrodruon urundeuva (mastic) and from these
hydroalcoholic extracts were obtained by percolation method. To determine the
antimicrobial activity of the extracts employed the technique of diffusion in a solid
medium and the method cavity plate, and the extract subjected to serial dilutions of
50%, 25%, 12.5% and 6.25% from the crude extract. It was observed antimicrobial
activity of crude leaf extract of P. juliflora for all strains of E. coli tested, it was also
observed halos of inhibition at a concentration of 1: 2, while the bark extract of M.
urundeuva not active antimicrobial. The extract of P. juliflora (Sw.) Has antimicrobial
action and can best be studied for future development of herbal medicine which
would indicate its use as an alternative therapy for the treatment of bacterial
infections.

Keywords: Bacterial Resistance. Alternative therapy. Dilution Series.
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