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RESUMO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA DE
Schinopsis brasiliensis FRENTE A CEPAS DE Escherichia coli DE ESPECTRO
ESTENDIDO (ESBL).

Moisés Guilhermino dos Santos Neto.

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais e a procura por novos
agentes terapéuticos com maior espectro de acdo e menores efeitos colaterais e custos ao
consumidor, tem despertado na comunidade cientifica o interesse por pesquisa de plantas com
atividade antimicrobiana. A Escherichia coli produtora de betalactamases de espectro
estendido (ESBL) tem sido discutida como uma bactéria de importancia na clinica médica
devido a sua alta resisténcia aos antibidticos convencionais. A Schinopsis brasiliensis Engl.,
popularmente conhecida como baralna ou bralna, possui Vvarias atividades medicinais,
destacando-se a atividade antimicrobiana. Esse estudo testou o extrato hidroalcoolico da casca
da referida planta sobre cepas de Escherichia coli ESBL. O extrato hidroalcodlico foi obtido
no Laboratério de Farmacognosia e o mesmo foi testado no Laboratério de Microbiologia
Basica, ambos na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). O método de analise seguiu a
técnica de “pour plate” em Agar pelo método de poco. O extrato hidroalcoodlico da Schinopsis
brasiliensis foi ativa contra a bactéria testada, apresentando acdo antimicrobiana contra essas
cepas de microrganismos resistentes e indicando uma alternativa futura no tratamento para as

infeccOes causadas por tais bactérias.

Palavras-chave: Schinopsis brasiliensis; Escherichia coli ESBL; Resisténcia bacteriana.
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ABSTRACT

The Increased of bacterial resistance to conventional antibiotics and the search for new
therapeutic agents with greater spectrum of action and lower collateral effectsand costs to the
consumer has awakened in the scientific community interest in research of plants with
antimicrobial activity. The Escherichia coli producer of extended spectrum betalactamases
(ESBL) has been discussed as a bacterium of importance in medical practice due to its high
resistance to conventional antibiotics. The Schinopsis brasiliensis Engl., popularly known as
baratna or bralna, has several medicinal activities, especially the antimicrobial activity. This
present study tested the hydroalcoholic extract of the bark of the referred plant on Escherichia
coli ESBL. The hydroalcoholic extract was obtained in Pharmacognosy Laboratory and it was
tested in the Microbiology Laboratory Basic, both at the University Stateof Paraiba (UEPB).
The analysis method followed the technique of "pour plate” in the Agar well method. The
Schinopsis brasiliensis was active against the tested bacteria, with antimicrobial activity
against these strains of resistant microorganisms and indicating a future alternative in the
treatment for infections caused by these bacteria.

Keywords: Schinopsis brasiliensis; Escherichia coli ESBL; Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

A ansia pela cura de uma determinada enfermidade, a falta de assisténcia e de acesso a
salde publica de qualidade, assim como a caréncia de informacgdes acerca da tematica dos
medicamentos sdo fatores preponderantes para a pratica equivocada da automedicacdo. Nesse
cenario, o uso indiscriminado de medicamentos, especialmente de antibidticos, tem provocado
um significativo aumento na quantidade de bactérias resistentes, o que traz enormes prejuizos
a sociedade global, a qual demanda, cada vez mais, meios e medicamentos alternativos, a fim
de conter o0 avanco desses microrganismos.

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos se da em decorréncia da elevada adaptacdo
desses microrganismos a ambientes e condi¢des distintas e €, no presente, o principal
problema de salde publica do mundo. O uso irracional desses medicamentos aumenta a
pressdo seletiva, bem como as chances das bactérias serem expostas a eles. Nesse contato
frequente entre o agente agressor e a substancia a deter a sua acdo, ha uma facilidade de a
bactéria adquirir resisténcia por mecanismos proprios (SANTOS, 2002).

A Escherichia coli, por exemplo, é uma bactéria anaerdbia facultativa gram-negativa
que faz parte da microbiota normal do homem e de animais; s6 que em pacientes com casos
de imunossupressdo, essa espécie pode causar infec¢des e levar a doencga no trato intestinal,
como a gastroenterite, ocorrendo, em alguns casos, disseminacdo e colonizacgdo para o trato
urinario, o sangue e o sistema nervoso central. (PIVA et a., 2011). A sua vertente
multirresistente, a qual produz p-lactamases de espectro estendido (ESBLS), isto é, enzimas
que hidrolisam a ligacdo amida do anel betalactamico dos antibidticos e concedem resisténcia
a cefalosporinas e a monobactamicos, é muito perigosa para a vida humana (AUGUSTI,
SUPERTI; ZAVASCKI, 2007).

Grande parte das [-lactamases de espectro estendido evoluiu por meio de
modificagdes/mutagdes genéticas em [B-lactamases classicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1),
gerando especialmente tipos de ESBLs TEM e SHV17. Todavia, uma nova familia de ESBLs
acontece com freqliéncia em Escherichia coli e tem se mostrado uma das mais preponderantes
familias dessas enzimas em diversos paises (OLIVEIRA et al., 2009).

Os produtos oriundos de plantas medicinais tém sido empregados na cura de doencas
por milhares de anos. A utilizacdo de espécies vegetais por meio da tradicdo conectada com a
inovacdo cientifica tem propiciado um significativo progresso no que concerne aos
conhecimentos relacionados ao uso terapéutico de plantas medicinais e, em consequéncia

disso, na descoberta de novos compostos com favoraveis atividades bioldgicas e
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farmacologicas, os quais podem ser usados como farmacos, matérias-primas para a producéo
de novas substéncias que podem auxiliar a humanidade no combate a doencas. Nesse sentido,
a enorme variedade e quantidade de metabdlitos secundarios avistados no meio ambiente
mostra-se uma ferramenta primordial no descobrimento e desenvolvimento de novos produtos
bioativos, em decorréncia da grande pluralidade de suas estruturas quimicas.

A Schinopsis brasiliensis Engl. - da familia Anacardiaceae, popularmente conhecida
como baralna ou bralna, nativa do nordeste do Brasil, cuja germinacdo das sementes é lenta e
desuniforme - possui inimeras atividades medicinais, dentre elas destaca-se a atividade
antimicrobiana. Essa atividade antimicrobiana da Schinopsis brasiliensis esta relacionada a
presenca de substancias ativas como flavonoides e taninos. O que chama a atengdo ao
observar a literatura é que diversas plantas pesquisadas apresentam atividade antimicrobiana
apenas contra cepas gram-positivas, enquanto que, o extrato da casca de bralna apresentou
atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-negativas, sugerindo que flavonoides,
saponinas, alcaloides e acido galico, podem estar contribuindo para a atividade antimicrobiana
encontrada (SOUZA, 1990).

Neste estudo, pretendeu-se obter o extrato hidroalcodlico da casca de Schinopsis
brasiliensis; identificar a atividade antimicrobiana do referido extrato sobre Escherichia coli

ESBL,; e determinar a concentracéo inibitoria minima do extrato estudado.

2. REFERNCIAL TEORICO

2.1Aspectos da resisténcia bacteriana

O alarmante aumento de infec¢Bes ocasionadas por bactérias resistentes a antibidticos
é um ponto que chama a atencdo da comunidade cientifica e da satde. Nos anos entre 1983 e
2004 a quantidade de antibioticos tem sido reduzida, conforme se observa na Figura 1. De
acordo com FDA (Foodand Drug Administration), somente a linezolida e a daptomicina
foram os antibacterianos aprovados nesse periodo (ALANIS, 2005; VOOTURI, 2009).
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Figura 1: Novos agentes antibacterianos aprovados pelo FDA (USA) de 1983 a 2004.

N de novos agentes antibacterianos

1983-1987 1988-1992 1993-1997 1998-2002 2003-2004
Fonte: ALANIS, 2005.

Nessa perspectiva, 0 crescente aumento de resisténcia bacteriana aos antibioticos
resistentes instiga a comunidade farmacéutica na busca por novas substancias que
desempenhem funcgdo antimicrobiana. Quando se fala em resisténcia bacteriana ou quadros de
microrganismos multirresistentes, geralmente ha um pensamento voltado para o ambito
hospitalar, pois, nesse ambiente, as bactérias sdo expostas a diversos antibioticos, o que as
leva a adquirir resisténcia a eles. Contudo, varios estudiosos mencionam que o espaco social,
0 meio ambiente, ja se configura como um local detentor de genes provocadores da resisténcia
(D’COSTA, 2006; DANTAS, 2008).

Muitos sdo os mecanismos pelos quais as bactérias criam resisténcia aos antibioticos,
dentre os quais se podem mencionar as bombas de efluxo, a inativacdo enzimética e a perda
de porinas na membrana plasmatica.

Um complexo de elementos de resisténcia nas bactérias favorece a defesa contra
agentes quimicos. Em bactérias gram-negativas ha um envelope celular, que esta inserido na
membrana celular externa a parede celular, que é formada por uma bicamada de
lipopolissacaridio-fosfolipidica assimétrica e funciona como uma barreira fisica consistente
para o ingresso de moléculas no interior da célula bacteriana. Em bactérias gram-positivas, a
falta da membrana externa culmina em um aumento da sensibilidade a muitos antibiéticos.

Outro meio de resisténcia bacteriana que vale salientar é o efluxo de pequenas
moléculas. Varios sistemas de efluxo ndo apresentam seletividade para um grupo determinado
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de antibidticos, porém, podem proteger células bacterianas de diversas substancias toxicas,
gerando, assim, uma resisténcia inata a compostos antibidticos. Ha4 muitos outros mecanismos
de resisténcia especificos, a exemplo das enzimas que inativam antibiéticos como as f-
lactamases e aminoglicosideos quinases. As penicilinas e as cefalosporinas tém um anel p-
lactamico em sua composi¢do quimica e as bactérias resistentes a esses antibidticos, por sua
vez, sdo capazes de produzir enzimas especificas, as P-lactamases, que podem destruir
hidroliticamente esse anel, fazendo com que o farmaco fique inativo (FISHER, 2005). Por
fim, a alteracdo dos focos &, possivelmente, um dos meios mais especificos de resisténcia
microbiana, ocorrendo a alteracdo bioquimica do alvo de ligagdo do antibidtico.

Ao se observar esses variados meios de acdo, € possivel analisar que as células das
bactérias possuem uma capacidade inata ou especializada de se proteger contra agentes
agressores. Ademais, tanto microrganismos causadores de infecgGes quanto microrganismos
do ambiente contam com sistemas de defesa e desenvolvimento de resisténcia contra
compostos antibacterianos.

Anteriormente, o centro das aten¢bes da sociedade meédica e farmacéutica estava em
sistemas de resisténcia de bactérias causadoras de infec¢BGes. Todavia, em varios casos, essas
pesquisas promoveram poucas informacbes acerca de como as bactérias adquiriam a
resisténcia a determinados compostos. Um olhar amplo no que faz mengéo a resisténcia a
antibidticos, tanto de bactérias patogénicas como as ndo-patogénicas, esta ligado ao
funcionamento de genes promovedores de resisténcias. Essa questdo estaria relacionada com
0 genoma pan-microbiano, o qual se constitui, unicamente, da unido de todos os genomas
microbianos. Foi concebido que o conjunto de todos os genes de resisténcia recebesse a
denominacdo de resistoma aos antibidticos (D’COSTA, 2006).

Os genes de resisténcia de patdgenos estdo relacionados a uma pequena parte do
resistoma. Genes de resisténcia de bactérias ndo patogénicas envolvem o0s genes de
microrganismos produtores de antibioticos e 0s genes que nao apresentam caracteristicas de
resisténcia. Ainda, estdo presentes no resistoma 0s genes multiplos que codificam proteinas
com uma singela resisténcia, ou propriedade de interacdo com as moléculas do antibiotico,
fazendo com que essas moléculas se inativem. Esses genes geradores de resisténcia
constituem-se na principal fonte externa de resisténcia a antibioticos.

Vérias bactérias (patogénicas e ndo patogénicas) sdo suficientemente capazes de
codificar B-lactamases. Essas enzimas sdo fortemente reguladas e sua expressdo é induzida
pela exposicdo da bactéria ao antibiético. Muitos estudos indicam que os genes de resisténcia

evidenciados em isolados clinicos resistentes a esta classe de antibiéticos também foram



13

observados no genoma de bactérias ndo-patogéncias do ambiente (SEOANE; GARCIA,
2000).

A transferéncia genética entre bactérias certamente apresenta grande importancia na
difusdo de resisténcia. Por meio desse processo de transferéncia genética horizontal, os
microrganismos transferem uns para as outras partes do material genético que estdo
relacionados as habilidades adquiridas no combate a substancias toxicas e agentes estranhos.

As bactérias transferem informagdes genéticas por meio da captagdo direta de DNA,
processo chamado de transformacéo; pela transducdo fago-mediada;por meio da interacdo
entre organismos com troca de DNA dito conjugacgédo ou por mobilizacdo de DNA no genoma
do organismo, a transposi¢do. Transposicdo inclui transposons, 0s quais invertem repetidos
elementos de insercdo e outros elementos. Dessa forma, genes de resisténcias podem ser
captados e juntados em integrons e, assim, serem ativados para difundir genes de resisténcia a
outros organismos (HALL; COLLIS, 1998).

E.coli é uma bactéria Gram negativa da familia Enterobacteriaceae, ndo esporulada,
anaerobica facultativa, fermentativa, em sua maioria méveis (flagelo peretriqueos) e pertence
a microbiota entérica de mamiferos e aves. Crescem em temperaturas de 18 a 44°C sendo
37°C é a temperatura ideal (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Essa bactéria também é caracterizada por suas propriedades bioguimicas; positiva para
reacdo para indol, lisina, motilidade e reacdo de vermelho metila; negativa para testes para
ureia se e hidrogénio e utilizacdo de citrato. Além disso, algumas cepas podem produzir H,S
(QUINN et al. 2005).

A producéo de gas e acido ocorre posteriormente a fermentacdo de manitol, glicose,
sorbitol, ramanose, maltose, manose, xilose, arabiose e glicerol. A grande maioria das estirpes
é capaz de fermentar lactose, embora algumas a fermente tardiamente (ANDREATTI FILHO,
2007).

Em meios de nutrientes solidos as unidades formadoras de col6nias (UFC) apresentam
cerca de 1 a 3 mm de didmetro tanto com aspecto rugoso quanto liso, no entanto podem
existir coldnias intermedidrias e mucoides. Colbnias rugosas tém aspecto grosseiro e
contornos irregulares, ja as col6nias lisas sdo convexas, brilhantes e com bordos regulares
(FERREIRA & KNOBL, 2009)

2.2 Importancia das plantas medicinais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) conceitua planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser

utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”
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(OMS, 2002). A terapéutica marcada pelo uso de plantas medicinais em suas diversas
preparagOes farmacéuticas, sem o emprego de compostos ativos isolados, ainda que seja de
origem vegetal, caracteriza a fitoterapia (ANVISA, 2016)

O uso de plantas pelo homem com o intuito de promover e manter a saude é
evidenciada durante a histéria da humanidade por registros datados de milénios atras pelos
egipcios, assirios, mesopotamicos, indianos e chineses. As plantas eram utilizadas para
afeccBes variadas, desde febres, distdrbios psicolégicos e gastrointestinais, a infeccdes
bacterianas, acne, pela utilizacdo de chas, poés, defumadouros, tinturas, dentre outras
formulacdes simples (HALBERSTEIN, 2005).

Nos paises da América do Sul, particularmente, a utilizacdo de plantas medicinais tem
contribuido primordialmente com os primeiros cuidados com a salde. No Brasil, inclusive,
em decorréncia da vasta riqueza natural, com a amplidao da sua flora, as plantas medicinais
sdo vendidas em feiras livres e mercados populares, muitas delas sendo empregadas com o
intuito de sanar diversas enfermidades da populacédo (DUARTE, 2006).

Segundo a OMS, os medicamentos extraidos de plantas sdo utilizados por cerca de
80% da populacdo mundial, especialmente nas 19 areas rurais dos paises em desenvolvimento
ou em locais onde a populacdo nao tem acesso ou condicdes de adquirir medicamentos. Nos
paises desenvolvidos, a chamada medicina complementar e alternativa tem sido utilizada com
frequéncia, de forma concomitante & medicina convencional. Nos Estados Unidos, por
exemplo, o crescimento da fitoterapia foi superior a 50% no periodo de 1997 a 2002
(RIBEIRO e MOURA, 2009).

A OMS langou em 2002, um plano de estratégias para incentivar a utilizagdo da
medicina tradicional (ou alternativa) nos programas de Assisténcia a Salde de seus paises
membros, sendo as metas principais: a criagdo de politicas publicas para o incentivo a
programas de aplicacdo nos Sistemas Nacionais de Atencdo a Saude; fomento a seguranca,
eficacia e qualidade da pratica da medicina tradicional; aumento do acesso a esta préatica
terapéutica e promocao do uso racional da medicina tradicional (OMS, 2002).

No Brasil, um namero significativo de plantas é usado na forma de extratos brutos
para tratar infeccbes comuns embora, poucas evidéncias cientificas sejam relatadas
comprovando a eficécia desse tratamento. Sob este aspecto, verifica-se que a fitoterapia vem
crescendo no pais, tornando-se um setor econdmico importante devido a sua popularidade
como alternativa nos cuidados com a salde.

Reconhecendo o potencial terapéutico das plantas medicinais e visando o seu melhor
aproveitamento para a populacao brasileira, 0 Ministério da Saude através do Departamento

de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos (DAF), 6rgdo da Secretaria de Ciéncia,
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Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), aprovaram a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de satide (RENISUS), que lista 71 espécies vegetais
que foram selecionadas por serem amplamente utilizadas pela populacdo brasileira. A
finalidade da relacdo é orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracédo da lista
de plantas medicinal e fitoterapica a serem disponibilizados para uso da populacéo, com 20
seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenga. (BRASIL, 2009).

O género Schinopsis pertence a familia Anacardiaceae e algumas das espécies, como
Schinopsis lorentizii e Schinopsis balansae sdo encontradas no norte da Argentina e no
Paraguai e Schinopsis brasiliensis no Brasil.

Schinopsis brasiliensis é uma arvore de copa arredondada e densa, que atinge uma
altura de até 15 m, encontrada no bioma da Caatinga e no Pantanal Mato-grossense, possuli
ramos providos de espinhos rigidos de até 3-5 cm de comprimento e um tronco mais ou
menos cilindrico de 40-70 cm de didmetro, com uma casca aspera de cor cinza-escura
(CARVALHO, 2009).

As folhas sdo angulosa-pecioladas, subcoriaceas, verde-escura na pagina superior e
palida na inferior, compostas, foliolos oblongos, obtusos no apice, emarginados, obliquo -
agudos na base. Referente as flores, apresentam-se em paniculas, enquanto que a drupa com 3
cm de comprimento e de cor castanho-clara (BRAGA, 1980).

Os frutos compostos de vagens de natureza lenhosa, grossa em forma de foice,
arredondadas, cobertas por pelos finos com 2,5 a 3,5 cm de comprimento, contendo uma
unica semente. Popularmente conhecida como “bratina”, “barauna”, “bratina-do-sertdo” e
“bratina parda”, “quebracho”, “chamacoco”, “chamucoco” (CARVALHO, 2009).

A bralna possui madeira de cerne duro e resistente aos decompositores, sendo bem
utilizada no fabrico de moveis, na construcdo civil (GONZAGA et al., 2003), producéo de
postes, vigas e dormentes, o que explica ter um grande valor econdmico para a regido
nordestina, aonde encontra-se distribuida desde o estado da Bahia até a Paraiba. Este fato
conjuntamente com a dificuldade de germinagdo que apresenta a sua unidade de disperséo
(PRADO et al., 1995), levou ser, a baratina, considerada no “First Report National for the
Conventionon Biological Diversity — Brazil (CBD)” como uma espécie ameagada de
extincao (Brasil, 2009).
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Figura 2: Arvore de Schinopsis brasiliensis.

Fonte: http://www.achetudoeregiao.com.br/

Na medicina popular, as folhas, casca, caule, entrecasca, resina, fruto de Schinopsis
brasiliensis sdo indicadas como anti-inflamatério em geral, no tratamento da gripe, febre,
tosse, diarreia, disenteria, impoténcia sexual, fraturas, micoses superficiais, feridas
(SARAIVA, 2007) e das verminoses em animais.
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3. REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Obtencdo e caracteriza¢ao das amostras

A amostra vegetal (casca) foi coletada na regido do compartimento da Borborema-
PB, a partir de plantas adultas selecionadas, respeitando-se a época e o horario ideal de coleta.
Em seguida foi acondicionada, em sacos de papel tipo Kraft e transportadas para 0s
Laboratdrios de Boténica e Farmacognosia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),

Campus I.

3.2 Obtencao do extrato vegetal

O extrato da casca foiobtido no laboratério de Farmacognosia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), campus I.

O preparo do extrato hidroalcodlico segue o processo “A” da Farmacopeia Brasileira
(DIAS DA SILVA, 1929), adaptado por YOUNES et al. (2000),

A secagem do material vegetal foi realizada a temperatura ambiente e completada em
estufa a 50°C até obter-se um teor-padrao de umidade de 20%. Apés a secagem, o material foi
triturado em moinho do tipo Willey®, e posteriormente, peneirado em malha de 10 mesh. O
material vegetal utilizado para a preparacdo do extrato ficou em contato com solucéo
hidroalcodlica (alcool etilico 70%) por um periodo de uma semana. O extrato bruto foi

concentrado em percolador.

3.3 Atividade antimicrobiana e determinacdo da concentracéo inibitoria minima (CIM)

3.3.1 Cepas utilizadas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato obtido, foram utilizadas cepas
resistentes de Escherichia coli ESBL fornecidas pelo Laboratorio de Analises Clinicas — LAC

— Universidade Estadual da Paraiba.
3.3.2 Cultivo dos microrganismos

As cepas de bactérias foram previamente semeadas em Agar Muller Hinton e
incubadas por um periodo de 24 horas antes da realizacdo dos testes de atividade

antimicrobiana.
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3.3.3 Obtencéo dos indculos

O indculo dos microrganismos foi adaptado e padronizado segundo o CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), através de cultivo de 24 h em placas de Agar Muller
Hinton, onde uma al¢ada das bactérias, de colénias isoladas, foi suspensa em solucdo salina
disposta em tubos de ensaio, até ser obtida a turvacdo igual a escala 0,5 de Mc Farland, que

equivale a aproximadamente 1,5 x 10°UFC/mL.

3.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A partir do extrato bruto, realizou-se dilui¢bes seriadas de 50 % (1:2 pug.mL-1), 25 %

(1:4 pg.mL-1) 12,5 % (1:8 pg.mL-1) e, 6,25 % (1:16 pg.mL-1). As dilui¢cdes foram obtidas

transferindo 5 mL do extrato bruto para 5 mL de &gua destilada estéril em tubo, obtendo-se a

diluicdo de 1:2 pg.mL-1 ou 50%, em seguida realizou-se 0 mesmo procedimento a partir da

diluicdo 1:2 pg.mL-1 para o tubo subsequente, repetiu-se este procedimento quatro vezes até
obter a dilui¢do de 1:16 pg.mL-1 ou 6,25%.

Apos a inoculacdo do microrganismo e realizacdo dos pocos, foram distribuidos 50

pL do extrato hidroalcodlico da planta nas concentrac@es referidas (100%, 50%, 25%, 12,5%

e 6,25%). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C, por um periodo de 24-48 horas.

3.5 Ensaio microbioldgico

3.5.1Método de perfuracdo em é&gar

O semeio bacteriano foi realizado através do método “pour plate”, em uma placa de
“petri” estéril foi adicionado 1mL da suspensdo bacteriana, em seguida foi adicionado 20 mL
de Agar Mueller Hinton liquefeito em banho-Maria a 40 C° homogeneizando-0s em
movimentos de “oito”, em seguida esperou-Se a solidificagdo do meio para posteriormente ser
realizado a perfuracdo dos pocos com ponteira estéril medindo 6mm de diametro, aos quais
foram adicionados o extrato em diferentes concentragdes (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%)
e o0 controle positivo, o cloranfenicol. O ensaio foi realizado adicionando em cada pogo do

meio 50 pL do extrato a ser testado com pipeta automatica estéril.
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As placas foram levadas para estufa por 24/48 horas a 37°C. Foi considerada CIM a
menor concentracdo de extrato em que ndo houve crescimento microbiano. A analise foi

realizada em duplicata.

3.5.2 Analise dos dados

Apos o periodo de incubacdo a leitura dos testes foi realizada medindo em milimetro o
didmetro dos halos de inibicdo ao redor do po¢o com o auxilio de um paquimetro. Foi
considerado como possuidor de atividade antimicrobiana, um halo de inibicdo do crescimento,
caracterizado por uma zona de clareamento, igual ou superior a 10 mm de diametro (LIMA et
al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a eficacia do extrato hidroalcodlico da casca de Schinopsis brasiliensis
conforme apresentado na Tabela 1, observa-se que o mesmo apresentou uma acdo

antimicrobiana sobre a bactéria testada.

Tabela 1: Médias aritméticas dos halos de inibi¢cdo (mm) da concentracéo inibitéria minima
(CIM) do extrato hidroalcoolico da casca da Schinopsis brasiliensis frente a Escherichia coli
ESBL.

CEPAS CONCENTRACAO (%) / DIAMETRO DOS HALOS (mm)

100% 50% 25% 12,5% 6,25% CLO**
EC*1 20 18 16 14 12 19
EC2 20 17,5 15 14 12 0
EC3 21 18,5 16,5 14,5 12,5 26
EC4 20,5 18 15,5 14 12 20,5
EC5 20 18 16 14 12 8
EC6 20,5 18,5 16,5 14,5 12 0

* = Escherichia coli
** = Cloranfenicol (controle positivo)

Segundo os resultados da Tabela 1, observa-se que o extrato hidroalcodlico em estudo
apresentou efeito antibacteriano frente a todas as cepas de Escherichia coli ESBL testadas,
com os diametros dos halos variando em torno de 20 mm.

Destaca-se a cepa EC 3, a qual apresentou maior sensibilidade ao extrato testado,
destacando um halo de inibicdo de 21 mm na concentracdo de 100%, e 12,5 mm na menor
concentragao.

Para as demais cepas os valores foram em média 20 mm na concentracéo de 100 % e

12 mm na concentragéo de 6,25%, conforme apresenta a Figura 3.
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Figura 3: Halos de inibicdo do extrato hidroalcodlico de Schinopsis brasiliensis na
concentracéo de 100% (a) e 6,25 % (b).

Fonte: dados da pesquisa

A acgdo antimicrobiana de plantas sobre Escherichia coli ESBL também foi relatada
por Bastos, 2014, que testaram o extrato hidroalcodlico da casca da Prosopis juliflora
(algaroba) sobre dez cepas de E. coli ESBL e obtiveram um resultado satisfatorio de inibicdo,
porém com didmetros de halo inferiores aos obtidos com a Schinopsis brasiliensis
(Brauna),variando de 11 a 13mm.

Observa-se também que a acdo antibacteriana da Schinopsis brasiliensis foi efetiva
em todas as dilui¢des testadas, indicando uma atividade satisfatéria contra as cepas em estudo.
A concentracdo inibitdria minima foi na diluicdo de 6,25%, os halos variaram em média de 12
mm de didmetros. Contrapondo-se a esse achado, Bastos, 2014, observaram em seus estudos
que a atividade antimicrobiana da Prosopis juliflora restringiu-se basicamente a concentracao
inicial ou extrato bruto (100%).

A acdo do extrato etandlico da Schinopsis brasiliensis também foi evidenciado por
Pereira, 2007, portanto a cepa de Escherichia coli testada ndo era resistente a beta lactamase —
ESBL, era Escherichia coli-ATCC-25922. Apresentando halos de inibigdo de 16 mm para o
extrato bruto. Na concentracao de 50 % observou-se halo de 14 mm didmetro, e 25% um halo
de 12 mm. Nas demais concentracdes nao foram observados halos.

A atividade antibacteriana da Schinopsis brasiliensis pode estar ligada a presenga de
metabolitos secundarios, como flavonoides e taninos. Autores tais como Virtuoso et al.,
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2005; Melo et al., 2006; Ribeiro, 2008; Guedes et al, 2009; Stefanello et al, 2009, ao
estudarem a atividade antibacteriana constataram que tais metabolitos secundarios foram
responsaveis pela sensibilidade dos microrganismos testados em seus estudos. Outros autores
também constataram que a atividade antimicrobiana da Schinopsis brasiliensis é devido a alta
concentracdo de compostos fendlicos, como taninos e flavondides (SARAIVA et al.,2011 e
CHAVES et al., 2011).

De acordo com andlise fitoquimica do extrato etandlico da Schinopsis brasiliensis
realizada previamente por outros autores como Braga (1978); Lopes et al. (2001) apud Dantas
(2002, p. 109); Cardoso (2005);Estevam, et al. (2005), foi identificada e confirmada a
presenca dos seguintes compostos quimicos: taninos, flavondides, fendis, antocianidina,
antocianina, xantona, leucocianina, saponina, resina, alcaldide, aldeido, chalcona, aurona,
flavonol, flavona, triterpenos, esterdides, derivados do acido galico, depsideos, n-alquil-fenol
e polifenois.

Em estudos de atividade antimicrobiana de plantas, deve-se levar em consideragédo o
tipo de solvente, a parte da planta utilizada e o procedimento de extracdo empregado, de
forma que os mesmos tém influéncias diretas no resultado da pesquisa, relata Vinatoru, 1997.
Os autores Checinel Filho e Yunes (2001), afirmam que as substancias ativas possam
desapoderar-se durante o processo de isolamento e tornarem-se substancias inativas.

Ao utilizar o solvente diclorometano e acetato de etila para obtencdo do extrato de
folhas de Schinopsis brasiliensis como relatada no trabalho de Machado (2012) ndo foram
encontrados halos de inibicdo para cepas de Escherichia coli, o que nos sugere que o solvente
tem grande influéncia sob a atividade antimicrobiana contra essas cepas. Entretanto, para
bactérias Staphylococcus aureus e Klebisiella pneumoniae a mesma fragdo do extrato foi
bastante efetiva. O que sugere que a parte da planta utilizada também pode estar implicada.

Essa observacdo foi relatada também por Chaves (2010) ao testar bactérias,
Staphylococcus aureus e Klebisiella pneumoniae mostrou resultados inibitérios satisfatorios
quando usado o extrato etandlico da casca de Schinopsis brasiliensis, porém o mesmo extrato
nédo apresentou acdo contra cepas de Escherichia coli, confrontando com os resultados obtidos
nesse trabalho o efeito da atividade antimicrobiana dessa planta apresenta-se efetivo quando o
etanol ¢é parcialmente diluido em agua (hidroalcodlico) do que etanolico puro.

Machado (2012), estudando extratos de folha e casca com vérios solventes de
Schinopsis brasiliensis contra Escherichia coli, observou que os melhores resultados em
casca, 0 que nao ocorreu com 0s demais extratos em analise. Apenas 0 extrato metandlico

apresentou halo de 12 mm na concentragdo de 100%. Em relacdo a folha, os extratos etandlico
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e metandlico apresentaram acdo inibitoria, com halos de 17 mm e 25 mm respectivamente.
Diante dos resultados, indica-se que a maior parte dos componentes ativos da braina s&o
polares favorecendo assim a inibicdo significativa das bactérias testadas. Fabri e Costa 2012
obtiveram resultados semelhantes em uma pesquisa realizada com extrato metandlico da folha
de Bromelia antiacantha (gravata), mostrando atividade contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli.

Portanto considera-se o resultado obtido importante diante dos estudos supracitados,

levando em consideracéo a parte da planta estudada e o solvente empregado.



24

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, nas condi¢des experimentais usadas a bralina
(Schinopsis brasiliensis) produziu atividade antimicrobiana contra Escherichia coli produtora
de ESBL.

Pode-se concluir que a referida planta apresenta expectativa para a obtengéo de nova
alternativa naturais para o tratamento de infeccbes causadas por esse microrganismo,
recomendando-se estudos mais especificos para que essa planta seja utilizada no

desenvolvimento de medicamentos para 0 uso antimicrobiano contra cepas resistentes.
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