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RESUMO

Introducéo: Staphylococcus aureus é mencionada na literatura como um importante
patédgeno, algumas espécimes acarretam infeccdes oportunistas em muitos animais e
homens. Escherichia coli € uma das principais causas de doengas infecciosas
humanas. Pertencente a familia das Enterobacteriaceae, compartilham diversos
fatores de viruléncia descrita por sua resisténcia a varios antibidticos, as
contaminagdes sdo provavelmente iniciadas por modificacdes de defesas do
hospedeiro. Pseudomonas aeruginosaé conhecida por causar infeccdo aguda pela
producado de toxinas.

Objetivo: avaliar o efeito antimicrobiano do extrato etandlico de Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, e modulacdo da atividade antibiética.
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Métodos: o material botanico de Libidibia ferrea foi coletado no municipio de
Penaforte, Ceard, Brasil. Para a obtencao dos extratos foram coletadas entrecasca e
vagem frescas, submersos em etanol separadamente por 72 h, sendo apds esse
periodo, filtrado e concentrado em condensador rotativo a vacuo. Foram realizados
testes de atividade antimicrobiana e modulacao da atividade antimicrobiana com
cepas padroes e multirresistentes de bactérias.

Resultados: o extrato demonstrou atividade moduladora quando combinados com
alguns antimicrobianos contra algumas linhagens testadas.

Conclusdes: portanto, € sugerido que o extrato de L. ferrea pode ser utilizada como
uma fonte de produtos naturais na terapéutica antimicrobiana e no combate a
multirresisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Libidibia férrea; atividade antimicrobiana; modificacdo de
resisténcia.

RESUMEN

Introduccion: Staphylococcus aureus se menciona en la literatura como un patégeno
importante, algunos provocan infecciones oportunistas en animales y hombres.
Escherichia coli es una de las principales causas de enfermedades infecciosas
humanas. Ambas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, comparten muchos
factores de virulencia y se caracterizan por su resistencia a multiples antibiéticos, su
contaminacion tal vez iniciada por la modificacidon de las defensas del hospedero.
Pseudomonas aeruginosa causa de infeccién aguda mediante la produccion de
toxinas.

Objetivo: evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de etanol de Libidibia ferrea
(Mart ex Tul.) LP Queiroz, y la modulacién de la actividad antibiética.

Métodos: L. ferrea fue recopilada en el municipio de Penaforte, Ceara, Brasil. Para
obtener los extractos se recogieron corteza y frutos frescos, sumergidos en etanol por
separado durante 72 h, después se filtraron y se concentraron en un condensador
rotatorio. Se realizaron pruebas de actividad antimicrobiana y la modulacién de la
actividad antimicrobiana con cepas multirresistentes de bacterias.

Resultados: los extractos mostraron actividad moduladora cuando se combina con
algunos antibidticos contra algunas cepas ensayadas.

Conclusioén: por lo tanto, se sugiere que el extracto de L. ferrea puede ser utilizado
como una fuente de productos naturales en la terapia antimicrobiana y en la
resistencia a multiples farmacos bacteriana combate.

Palabras clave: Libidibia férrea; antimicrobiana Atividade; modificagdo de
Resistencia.

ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus is mentioned in the literature as an important
pathogen, some opportunistic bacteria may cause several problems in many animals
and humans. Escherichia coli is a leading cause of human infectious diseases.
Belonging to the family Enterobacteriaceae, share many virulence factors described
by their resistance to multiple antibiotics, the contamination is probably initiated by
modifications in the host defenses. Pseudomonas aeruginosa is known to cause acute
infection by producing toxins.

Objective: evaluate the antimicrobial effect of the ethanol extract of Libidibia ferrea
(Mart ex Tul.) LP Queiroz, and modulation of antibiotic activity.
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Methods: L. ferrea was collected in the municipality of Penaforte, Ceara, Brazil. To
obtain the extracts were collected bark and fruits, submerged in ethanol separately
for 72 h, after this period, filtered and concentrated in a rotary vacuum condenser.
Antimicrobial activity tests were performed and modulation of antimicrobial activity
with standards and multiresistant strains of bacteria.

Results: the extract showed antibacterial activity when combined with some
antibiotics against the assayed strains, demonstrating a modulatory potential.
Conclusion: therefore, it is suggested that L. ferrea extract can be used as a source
of natural products in the antimicrobial therapy and in the combat bacterial multidrug
resistance.

Keywords: Libidibia ferrea; antimicrobial activity; resistance to change.

INTRODUCAO

E notdrio hoje em dia, que as bactérias apresentam a capacidade genética para
adquirir e transmitir resisténcia contra agentes antibacterianos hoje disponiveis.!-3

Bactérias do género Staphylococcus sdo mencionadas na literatura como um
importante patdégeno devido a fatores como viruléncia, resisténcia aos
antimicrobianos, distribuicdo na natureza, assim, como na microbiota normal da pele
e da mucosa dos animais e passaros.*> Alguns espécies de Staphylococcus sdo
agentes etioldgicos de infeccdes oportunistas que podem associar-se a patologias
sistémicas fatais, infecgGes cutaneas, e intoxicagdo.®? Escherichia coli pertence a
familia das Enterobacteriaceae, bactérias que podem ser encontradas no trato
intestinal do homem, ocasiona doencas infecciosas. Sao conhecidas por produzir
enterotoxinas cujas propriedades e seu papel na doenca diarréica tem sido
amplamente investigado.® A atividade das citotoxinas e seu papel na infecgdo humana
ja foram identificados, principalmente em infeccGes do trato urinario.® Patologias
causadas por Pseudomonas aeruginosa compreendem desde infeccdes oportunistas
superficiais da pele até septicemia fulminante.'® A P. aeruginosapode causar infeccdo
aguda pela producédo de toxinas e infeccdo crénica pela acdo da camada espessa que
consiste no agregado chamado biofilme ou ainda em uma patologia que é resultado
do somatoério destes fatores de viruléncia.'! Um dos principais agentes causadores de
infeccGes hospitalares, tais como peritonite, bacteremias, infecgées do trato urinario e
infeccOes cirdrgicas em individuos imunocompetentes.!?

Em relagdo as bactérias patogénicas, uma dificuldade crescente e preocupante é o
aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos. Para pacientes, a resisténcia
antimicrobiana aumenta a morbidade e mortalidade, enquanto que para as
instituicGes de salde significa aumento de custos, fazendo com as empresas
farmacéuticas procuram novas estratégias para abastecer o mercado com novos
antimicrobianos.!3 Na busca de substancias para o controle de microrganismos
patogénicos, as plantas medicinais tém sido fonte de muitos medicamentos que sao
aplicados na pratica clinica.!*

Diversas plantas tém sido analisadas ndo apenas para confirmar seu potencial
antimicrobiano de forma direta, mas também como fontes de substancias com
potencial de serem agentes capazes de modificar a acdo antibidtica.'>1® A utilizacéo
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de extratos como agentes antimicrobianos, apresenta um baixo risco de aumento da
resisténcia microbiana a sua agdo, pois sdo misturas complexas, fazendo com que
haja maiores dificuldades para adaptabilidade microbiana.”

A subfamilia Caesalpinioideae (Fabaceae) consiste de cerca de 150 géneros. O género
Caesalpinia possui cerca 2200 espécies.!8-22 espécie antes denominada Caesalpinia
ferrea Mart. Hoje em dia chamada de Libidibia férrea (Mart. Ex Tul.) L.P. Queiroz.
Conhecida popularmente “porjucad” ou “pau-ferro”, é encontrada em quase todo o
Cear3, sendo, porém, mais frequente na Serra do Araripe, Serra do Apodi, parte
leste, oeste e sul do estado.?3

Estudos farmacoldgicos registram o uso da L. ferrea como um antifungico,
antimicrobiano, anti-inflamatério e analgésico, indicada para o combate a ulceragoes
bucais denominadas aftas, bem como o controle de problemas gastrointestinais.?42”
Vagens e raizes da espécie L. ferrea tém sido usadas durante anos, como infusdes,
para o tratamento de diversos problemas como lesdes, reumatismo, hemoptise,
febre, enterocolite e a diabetes.?8-3% Possuem também inimeras propriedades
terapéuticas que inclui a utilizacdo da entrecasca para o tratamento de feridas,
contusdes, combate a asma e a tosse cronica.?3 Os frutos sdo antidiarreicos,
anticatarrais e cicatrizantes e as raizes sdo antitérmicas.3!

Por tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antibacteriano dos extratos e
da vagem e a entrecasca da planta e modulacdo da atividade antibidtica de L. ferrea.

METODOS

Material bacteriano

As linhagens bacterianas padroes utilizadas foram S. aureus (ATCC 25293), E.
coli(ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 9027) e muliressistentes de S. aureus
(SA10), E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA 32). Com perfil de resisténcia apresentado
na tabela 1. As bactérias foram reavivadas em meio Heart Infusion Agar (HIA Difco
Laboratories Ltda.) e incubadas por 24h a 37 °C em estufa bacteriolégica. Todas as
linhagens foram adquiridas junto ao Laboratério de Micologia da Universidade Federal
da Paraiba - UFPB.
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Tabela 1. Origem das linhagens bacterianas e perfil de resistencia a antibidticos

Bacteria Origen Perfil de Resistencia

Ami, Amp-Sul, Cli,

Escherichia coli Cultur_’a Cefd, Cefl, Cefl, Cfp,
de Urina
Cefx, Gen
Ami, Amp-5Sul,
Cultura Amofac. Clav, Amao,
Staphylococcus aureus 10 do Swab Amp, Azi, Cli, Cef, Cef,
Retal Cef, Cla, Cip, Eri, Gen,
Lev, Mox, Oxa, Pen
Pseudomonas aeruginosa 32 Secrecao -
Masal

Ami-Amicacing; Ameo —Amoxiciling; Amp -Ampicilina; Amo/Ac.
Clsv —Amexicilina/Ac.Clavulanice; Amp -Sul - Ampicilina -Subactam;

Azi —Azitromicina; Cefd -Cefadroxil; Cefl —Cefalexina; Cefl —Cefalotina;
Ceft —Ceftriaxcna; Cefp —Cefepime; Cla-Claritromicina; Cli —Clindamicina;
Cip —-Ciprofloxacin; Eri —Eritromicina; Gen —Gentamicina; Lev- Levofloxacina;
Mox —Moxifloxacina; Oxa -Oxacilina; Pen —Penicilina; {-) Ausencia de resistencia
ou resistencia sem relevancia.

Material Vegetal

O material botanico de L. férrea foi coletado no municipio de Penaforte, Ceara, Brasil.
O material vegetal identificado é da familia Fabaceae e foi depositada uma exsicata
com n° 10861 no Herbario Dardano de Andrade Lima - HCDAL da Universidade
Regional do Cariri — URCA.

Preparacao de extratos etandlicos da entrecasca e vagem da L. ferrea

As partes coletadas foram trituradas e submersas em solvente etanol 99,9 %,
separada em temperatura ambiente por 72 h. Apds esse periodo, a solugao obtida foi
filtrada e submetida a destilagdo com solvente no aparelho evaporador rotativo a
vacuo (model Q-344B - Quimis, Brazil), onde o produto obtido foi levado ao banho-
maria (modelQ-214M2 - Quimis, Brazil), para evaporagdo do excedente etandlico,
obtendo-se rendimentos dos extratos brutos apresentado na tabela 2. A solugao
utilizada nos testes foi preparada sob uma concentragcao de 10 mg/mL, dissolvido sem
DMSO(dimetilsulféxido), em seguida diluida com agua destilada para uma
concentracdo de 1024 pg/mL.

Tabela 2. Massa seca rendimento dos extratos etandlicos de Libidibia ferrea

Espécie Sol . Massa Rendi " Massa Rendimento
Bioldgica alvente {Entrecasca) endimento {(Vagem) (q)
Libidibia | prangl 470,0 7,36 592,0 9,20
ferrea

Drogas
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Os antimicrobianos utilizados foram amicacina, gentamicina e clindamicina, todos
obtidos do laboratério Sigma Chemical Corp., (St. Louis, MO, EUA).

Atividade antibacteriana (CIM) e modulacdo da atividade antibidtica

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicao
em caldo.32 0 inoculo foi depositado em solucdo salina para formar uma suspensdo de
10° UFC/mL e o ensaio foi realizado em placas de microdiluicdo com 96 pocos, com
diluicdes em série %2.1:33:34, As concentragdes finais dos produtos naturais variaram
entre 512-8 uyg/mL. Para os controles foram utilizados os antibioticos padrées
amicacina, gentamicina e clindamicina cujas concentragdes finais variaram entre

512 pg/mL-8,0ug/mL.3334 As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e apds esse
periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina sddica (Sigma), um indicador
calorimétrico de 6xido-reducdo.! As CIMs foram registradas como as menores
concentracdes que inibiram o crescimento microbiano.

Para avaliar as amostras como moduladores da acao antibiotica, a CIM dos
antibioticos da classe dos aminoglicosideos e macrolideos foram avaliadas na auséncia
e na presenca de concentracdes subinibitdrias dos produtos naturais em microplacas
estéreis. Os antibidticos foram avaliados nas concentragdes variando de 5000 a

2,5 pg/mL.3%34 Os mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para os extratos
foram utilizados durante a modulacgdo.! As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e
apos esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina como citado
anteriormente no teste de determinacdo da CIM. Os ensaios antibacterianos foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média das
repeticoes.32:34

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através pelo software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®
Software, San Diego, Califérnia, EUA). Todos os ensaios quimicos foram realizados
em triplicata e os dados foram expressos em média geométrica + erro padrdo da
média geométrica (EPMg) através da Analise de variancia (ANOVA) por uma via pelo
teste post hoc de Tukey. Modelos de regressado linear foram gerados para analisar os
resultados das Concentragdes Efetivas (CEso) e através do coeficiente de Pearson (r),
foi avaliada a correlacao entre os resultados obtidos neste trabalho. Diferencas em

p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

RESULTADOS

As figuras 1 e 2 mostram a CIM dos extratos e o efeito potencializador em
combinacdo com antimicrobianos. Os extratos etandlicos da entrecasca e da vagem
obtiveram o mesmo resultado de = 1024 ug/mL para as atividades antibacterianas.3?
Na atividade moduladora com as bactérias, nao foi observada modulacdo
estatisticamente significativa da atividade antibidtica dos produtos naturais sobre a
clindamicina, exceto quando associada ao Extrato Etandlico da vagem de Libidibia
férrea (EEVLF) contra a S. aureus, demonstrando um efeito sinérgico

(Fig. 2).
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Quando o Extrato Etandlico da Entrecasca de Libidibia férrea (EEELF) foi combinado
com os aminoglicosidios, foi observado sinergismo com a amicacina e gentamicina,
observados contra a linhagem SA10 e contra as linhagens gram negativas PA32 e
ECO06, (Fig. 1). Com relagdo ao EEVLF, também foi detectado sinergismo entre este
produto natural e amicacina quando testados contra a SA10 e EC06. Contudo, este
produto interagiu de forma similar ao EEELF contra a PA32, interagindo de forma
sinégica apenas com a gentamicina (Fig. 2).
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Fig. 1. Grafico demostrative do fluxograma do extracto etandlico
da entrecasca de L. férrea-EEELF, na presenca e auséncia dos
antibigticos.
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Fig. 2. Grafico demostrative do fluxograma do extracto etandlico
da vagem de L. férrea-EEVLF, na presenca e auséncia dos
antibidticos.

DISCUSSAO

Hoje em dia ha um grande interesse cientifico em investigagdes quimicas e
farmacoldgicas sobre as propriedades bioldgicas de plantas medicinais.3* Nesse estudo
como pode ser observado, o extrato ndo teve acdo antibacteriana com relevancia
clinica, resultado semelhante ao observado por,3® apesar de que o mesmo tenha sido
feito pelo método de difusdo em disco. Entretanto na atividade moduladora sobre a
acado antibidtico, foi constatada a atividade sinérgica e antag6nica, conforme pode ser
visto nas figuras 1 e 2. Com isso, é provavel cogitar a utilizagdo das plantas como
fontes de novas drogas contra bactérias resistentes aos antimicrobianos
tradicionais.3”

A atividade sinérgica observada, também pode ser devido a constituicdo de
metabolitos secundarios presentes no extrato e nas fragdes como os taninos,
flavonoides e alcaloides que sao sintetizados por plantas em resposta a infecgdes
microbianas,383° sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana
plasmatica facilitando absorcdo das drogas.*%! Diversas plantas medicinais sdo
utilizadas como uma fonte de muitos antimicrobianos utilizados no tratamento de
moléstias infecciosas, incluindo contra bactérias multirresistentes a antibidticos.*°

E avaliada a acdo sinérgica de produtos naturais junto a antimicrobianos utilizados no
tratamento terapéutico, determinando uma diminuicdo na sua CIM, quando
comparado ao controle onde estd ausente o produto a ser testado.32-3%41 Quando a
substéncia utilizada na combinacgdo intervém de forma positiva, ou seja, aumentando
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a atividade do antibidtico, é dito que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
guando ha uma diminuicdo ou inativacao da acdo dos antibioticos frente a substéncia
ocorrera o efeito antagdnico.*?

As concentracgdes séricas observadas com as doses terapéuticas dos aminoglicosideos
estdo préximas das doses toxicas. A toxicidade celular é caracteristica comum dos
aminoglicosideos (exceto a Estreptomicina), em fungdo de sua absorgdo para o meio
intracelular. Os seus efeitos tdxicos mais importantes sdo nefrotoxicidade,
ototoxicidade e bloqueio neuromuscular.*3

A diferenca de atividade das amostras na associagdo com os aminoglicosideos pode
ser devida a diferencas estruturais destes antibidticos que sao moléculas hidrofilicas,
compostas por um anel aminociclitol central unido a um ou mais amino agucar
através de ligagao glicosidica.** Na maioria destes compostos com utilidade clinica, o
grupo aminociclitol é a 2-desoxi-estreptamina, que pode ser dissubstituida na posicao
4 e 5, ou 4 e 6. Assim podendo intervir na polaridade, solubilidade e absorgao
destas drogas.

Tanto a amicacina quanto a gentamicina associadas aos EEELF e o EEVLF, frente as
bactérias multirrestentes, foram agentes moduladores e potencializadores,
possivelmente relacionado ao efeito antioxidante dos flavonoides e fendis, que é
atribuido a propriedade quelante dos mesmos.*°

Os efeitos antagobnicos e sinérgicos do uso combinado entre antibiéticos podem ser
atribuido a quelacdo mutua.*® Torna-se se entdo importante a descoberta de novos
agentes que atuem sinergicamente com estes reduzindo a possibilidade de ocorréncia
de efeitos indesejaveis.*748

Portanto, é sugerido que o extrato de L. férrea pode ser utilizado como uma fonte de
produtos naturais a fim de auxiliar a sua possivel utilizacdo na terapéutica
antimicrobiana e no combate a multirresisténcia bacteriana.
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