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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e o potencial
modulador do extrato alcoolico de Libidibia ferrea frente a cepas multirresistentes de
Klebsiella pneumoniae (KP) e Pseudomonas aeruginosa (PA). Trata-se de uma pesquisa
experimental, de abordagem quantitativa, utilizando extrato obtido a partir de cascas
coletadas no municipio de Araripe—CE, preparado por imersdao prolongada em etanol,
permitindo a extracdo dos componentes bioativos da planta. A atividade antimicrobiana e
a possivel sinergia com os antibioticos meropenem e imipenem foram avaliadas pela
técnica de microdiluicao em placas de 96 pogos, com leitura por resazurina. Os resultados
revelaram que a cepa Klebsiella pneumoniae apresentou CIM 1024 pg/mL para ambos os
antibidticos, com uma redugdo significativa quando associados ao extrato somente para
o imipenem, indicando a¢do potencializadora. Para Pseudomonas aeruginosa, as CIMs
permaneceram inalteradas, e a combina¢do com o extrato também ndo demonstrou
sinergismo. O extrato isolado apresentou apenas atividade moderada frente a cepa
Pseudomonas aeruginosa, sem efeito relevante contra Klebsiella pneumoniae. Conclui-
se que o extrato de Libidibia ferrea nao exibiu atividade antimicrobiana expressiva, mas
demostrou agdo potencializadora significativa na cepa Klebsiella pneumoniae com o
extrato e o antibiotico imipenem, destacando a necessidade de novos estudos fitoquimicos
e farmacologicos que elucidem seus compostos bioativos e potenciais aplicagdes
terapéuticas.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae, ¢ um bacilo Gram-negativo que pertence ao grupo das
enterobactérias e pode ser encontrada na microbiota do trato gastrointestinal de individuos
imunocompetentes, e a principal causa de infecgdes hospitalares, principalmente em criangas,
idosos e individuos imunossuprimidos (Murai et al., 2022).

No caso da Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo oportunista
amplamente associado a infec¢des hospitalares, sendo capaz de causar pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, bacteremia, infecgdes urinarias e infecgdes em queimaduras. Sua alta
patogenicidade esta relacionada a fatores como formagao de biofilme, produgdo de exotoxinas
e sistemas de secre¢do, além de elevada resisténcia a diversos antibidticos, o que agrava o
tratamento ¢ aumenta a mortalidade, especialmente em pacientes imunocomprometidos (Liao
etal., 2022; Qin et al., 2022; Springer et al., 2024).

A principal causa do aumento de resisténcia bacteriana atualmente ¢ o uso excessivo e
equivocado de antibidticos em infecgdes que ndo deveriam ser combatidas com esse tipo de
medicacdo, ao usar um antibidtico de forma errada, elimina a maioria das bactérias, porém
algumas podem sofrer uma mutacdo onde podem ser capazes de se esconder do efeito da
medicacao (Sanches, 2022).

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de doengas ¢ uma area de pesquisa que
vem ganhando cada vez mais atencao e relevancia, durante séculos, culturas de todo o mundo
estudam propriedades terapéuticas de varias plantas, sendo conhecimentos valiosos que foram
transmitidos de geragdo em geracao, onde tem contribuido para a compreensao e utilizagao das
plantas medicinais como recursos terapéuticos naturais (Ferrari, 2022).

Libidibia ferrea também conhecida como “pau-ferro” ou “jucd”, ¢ conhecida por suas
propriedades farmacologicas e aplicagdes tradicionais que sdo utilizadas para tratar doengas
inflamatodrias, febres e problemas gastrointestinais entre outras comorbidades (Almeida;
Barcellos; Furtado, 2021; Lima et al., 2023).

Essa planta possui a presenc¢a de compostos fenolicos, taninos hidrolisaveis e saponinas
triterpénicas e esteroidais, com isso acredita-se que na composi¢do quimica da planta Libidibia

ferrea existe substancias que apresentam diferentes atividade biologicas (Junior, 2020).



A crescente resisténcia bacteriana aos antibioticos convencionais tem se tornado uma
séria ameaca a saude publica, dificultando o tratamento de infecgdes comuns, com isso, torna-
se urgente buscar novas fontes de agentes antimicrobianos.

As plantas medicinais, como Libidibia ferrea, foram estudadas por sua riqueza em
compostos bioativos € se mostraram uma alternativa para o futuro, onde poderiam reduzir a
resisténcia bacteriana.

Esse estudo se propds em analisar a eficacia da Libidibia ferrea, que foi utilizada na
medicina popular, frente a bactérias causadoras de infec¢des, como forma de contribuir para o
desenvolvimento de novos tratamentos. Revelou-se uma alternativa promissora na busca de
novas substancias que apresentaram atividade antimicrobiana.

O trabalho objetivou analisar a verificagdo da atividade antibacteriana e

potencializadora do extrato de Libidibia ferrea, frente a cepas de bactérias multirresistentes.

2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO

Tratou-se de uma pesquisa de carater experimental, de abordagem quantitativa,
destinada a avaliacdo da atividade antimicrobiana e moduladora do extrato alcodlico de

Libidibia ferrea.

2.1.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no municipio de Araripe no sitio Mulungu, a latitude era
de -7.27658 e a longitude -40.147802, a altitude (m) de 530, o clima do dia 23/08/2025 era de
30 °C material foi identificado por meio de fotografias pelo Doutor Jos¢ Weverton Almeida
Bezerra (Herbario da Universidade Regional do Cariri - URCA). O preparo do extrato e os
testes foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do Centro Universitario Dr. Ledo

Sampaio - UNILEAO.

2.1.2 OBTENCAO DO EXTRATO ALCOOLICO

As cascas de Libidibia ferrea coletadas foram selecionadas e secas a temperatura

ambiente e, em seguida, trituradas para aumentar a superficie de contato, com o rendimento de



144,32 gramas sendo depois submersas em 400 mL de etanol P.A para extracdo a frio por um
periodo de 72 horas (Simdes et al., 2010).

ApoOs esse periodo, a mistura foi submetida a filtragdo para retirar as impurezas, ¢ a
destilacdo do solvente ocorreu em chapa sob pressdo reduzida a temperatura controlada entre
70-80 °C, com a retirada posterior do alcool etilico excedente na chapa. O rendimento do extrato

foi de 4 gramas.

2.1.3 ANTIBIOTICOS, MEIO DE CULTURA

Os antibidticos (meropenem e imipenem) foram obtidos comercialmente. O meio de

cultura Agar BHI liquido foram adquiridos comercialmente.

2.1.4 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Pseudomonas
aeruginosa (IC1) e Klebsiella pneumoniae, (NTCT 13442). Cedidas pelo Laboratorio Vicente
Lemos. Para realizacdo dos testes, as linhagens foram suspensas em tubo de ensaio com agua
destilada para obter uma suspensdao com turvagao equivalente a 0,5 da escala de McFarlland

(1,5%10 8 UFC/mL).

2.1.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para a diluicdo, foram utilizadas solu¢des preparadas a partir do extrato, com
concentracao inicial de 10 mg/mL, dissolvidas em 0,5 mL. Em seguida, a solugdo foi diluida
com agua destilada estéril, a fim de obter uma concentragdo final de 1024 pg/mL. A
determinacdo da CIM do extrato foi realizada pela técnica de microdilui¢do, utilizando placas
contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata (Ellof, 1998; Souza et al., 2007). Para
distribui¢ao na placa de microdiluigdo, foram preparados microtubos contendo, cada um, 1,0
mL de solu¢do com 900 pL de BHI e 100 pL. da suspensdo bacteriana. A placa foi preenchida
no sentido numérico, adicionando-se 100 pL desta solugdo em cada pogo (placa de 96 pogos)
e, em seguida, procedeu-se a microdilui¢do seriada com a solugao de 100 pL do produto natural
(Javadpour ef al., 1996). As concentragdes nos pogos variaram de 512 - 8 pg/mL. As placas
foram levadas a estufa para incubacdo por 24 horas a 37 °C. Para revelagdo da CIM, foi

preparada uma solugdo indicadora de resazurina sédica em agua destilada estéril na



concentracdo de 0,01%, e foram adicionados 20 pL da mesma em cada pogo. As placas
passaram por um periodo de 20 minutos em temperatura ambiente para posterior leitura. A
mudanca da coloragdo azul para rosa ocorreu devido a reducdo da resazurina, indicando o
crescimento bacteriano. A CIM para os produtos testados foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano verificado nos pogos

(evidenciado pela cor azul inalterada), quando comparado com o crescimento controle.

2.1.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE POTENCIALIZADORA DE ANTIBIOTICOS

A preparagdo das solugdes de antibidticos foi realizada com a adi¢do de agua destilada
estéril em concentracao dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentragdo inicial definida, e
volumes de 100 pL foram diluidos na propor¢ao de 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade
com 100 pLL do meio de cultura existia suspensdes bacterianas diluidas (1:10). A determinagao
da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato foi realizada por meio da técnica de
microdilui¢do em caldo, utilizando placas de 96 cavidades com fundo chato e conduzida em
triplicata (Ellof, 1998; Souza et al., 2007). Inicialmente, foram preparados microtubos contendo
1,0 mL de solugdo composta por 900 uL de caldo BHI e 100 pL da suspensdo bacteriana. Nos
microtubos foram adicionados, o extrato a ser avaliado e o antibidtico utilizado como controle
positivo, assegurando que ambos os agentes estivessem presentes desde o inicio do preparo das
amostras. Em seguida, a placa foi preenchida no sentido numérico, adicionando-se 100 pL dessa
mistura em cada pogo da placa de 96 cavidades. Posteriormente, realizou-se a microdilui¢do
seriada com a solugdo contendo o produto natural, conforme metodologia descrita por
Javadpour et al. (1996). As concentragdes finais nos pogos variaram de 512 pg/mL a 8 pg/mL,
permitindo observar o gradiente de resposta bacteriana frente ao extrato avaliado. Os mesmos
controles utilizados na avaliacdo da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulacao
(Coutinho, et al., 2008). As placas preenchidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e apds
esse periodo, a leitura foi evidenciada pelo uso da resazurina, conforme citado anteriormente
no teste de determinagcdo da CIM. Os ensaios foram feitos em triplicata. Foram utilizados
controles de diluicdo dos produtos naturais, onde o inoculo foi substituido por salina, € o

controle de esterilidade do meio.

2.1.7 ANALISE ESTATISTICA



Os resultados foram expressos em média geométrica + desvio padrao, e foram avaliados
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-test Bonferroni. As

diferencas foram consideradas significativas quando p > 0,05.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar as placas de 96 pogos das microdilui¢des, foi possivel determinar que nesse
experimento o extrato etanolico de Libidibia ferrea apresenta 1024 pg/mL para as cepas o que

indica auséncia de atividade antibacteriana .

Tabela 1- Concentracao Inibitéria minima do EELF frente as cepas multirresistentes de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (K.P. NCTC 13442) e Pseudomonas aeruginosa isolado

clinico 1 (P.A. ICI).

Treatment K.P.NCTC P.A.IC1
13442
EECT 1024 1024

Quando testado isoladamente, o extrato também nao apresentou atividade inibitéria,
mantendo a CIM em 1024 pg/mL. Dessa forma, ndo houve evidéncia de acdo antimicrobiana
relevante nem de sinergismo contra a KP em nenhuma das condigdes avaliadas. No Grafico 1
a cepa KP apresentou altos valores de CIM (1024 pg/mL) tanto para meropenem quanto para
imipenem nos controles, confirmando seu perfil de resisténcia. A associagdo dos antibidticos
com o extrato de Libidibia ferrea ndo reduziu essas concentragdes, mantendo Meropenem em

1024 pg/mL e reduzindo imipenem apenas para 512 pg/mL, valor ainda considerado resistente.

Grifico 1: Avaliacdo da atividade potencializadora da agdo de antibioticos do extrato
alcodlico de Libidibia ferrea frente a cepa de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KP)

NTCT 13442).
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Klebsiella pneumoniae

De acordo com Bittencourt (2017) descreve que L. ferrea € rica em compostos fenolicos,
taninos e derivados, incluindo acido galico e outros metabolitos com reconhecida atividade
antimicrobiana e potencial modulador. No estudo de Lins (2020) fala que esses compostos
atuam por multiplos mecanismos, como aumento da permeabilidade da membrana bacteriana,
interacdo com proteinas de superficie e inibi¢dao enzimatica, o que pode favorecer a agdo de
determinados antibioticos, dependendo de seu mecanismo de entrada na célula e interagao com
alvos intracelulares.

Na pesquisa de Hemaiswarya (et al., 2008) fala que a seletividade observada modulagdo
do imipenem, mas ndo do meropenem, pode ser explicada pelas diferencas estruturais e
farmacodinamicas entre esses dois carbapenémicos. Mecanismos de resisténcia comuns em K.
pneumoniae, como producdo de carbapenemases KP, podem afetar de maneira distinta cada
antibidtico. De acordo com Gibbons (2005) ¢ possivel que compostos presentes no extrato
aumentem a permeabilidade ou interfiram em estruturas de membrana que favorecam a entrada
do imipenem em maior propor¢ao do que do meropenem, justificando a redugao de sua CIM
nessa condicao.

Estudos prévios de Gibbons (2005) ja demonstraram sinergia entre extratos vegetais e
classes especificas de antibioticos, refor¢gando que tais efeitos dependem tanto do metabolito
presente quanto do mecanismo de resisténcia da cepa bacteriana. Diz Hemaiswarya (et al.,
2008) fala que do meropenem, a auséncia de redu¢do da CIM sugere que os compostos do
extrato nao interferem no mecanismo predominante que limita sua atividade nessa cepa, como
a alta eficiéncia da carbapenemase KP ou alteracdes de porinas especificas que afetam

preferencialmente esse antibidtico.
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No Grafico 2 a cepa P.A.(IC1), os antibioticos apresentaram CIMs estaveis nos
controles (16 pg/mL para Meropenem e 64 pg/mL para Imipenem). A combinagdo com o
extrato de Libidibia ferrea ndo alterou esses valores, indicando auséncia de interagao sinérgica.
O extrato isolado apresentou atividade moderada, com CIM média de aproximadamente 213,3
ug/mL, sugerindo efeito discreto apenas quando usado sozinho. No entanto, essa atividade nao

foi suficiente para potencializar os antibidticos.

Griéfico 2: Avaliagdo da atividade potencializadora da acdo de antibidticos do extrato

alcodlico de Libidibia ferrea frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa (P.A. 1C1).
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Pseudomonas aeruginosa

No estudo de Poole (2011) fala que o comportamento pode ser atribuido, em grande
parte, ao perfil intrinseco de resisténcia de P. aeruginosa. Essa espécie apresenta membrana
externa com baixa permeabilidade, expressao constitutiva de bombas de efluxo de alta
eficiéncia e multiplos sistemas de resisténcia adaptativa, caracteristicas que dificultam a entrada
e retencdo de metabolitos bioativos. Para Breidenstein (et al., 2011) tais barreiras estruturais
tornam P. aeruginosa naturalmente menos suscetivel a acdo de compostos fendlicos, o que
explica a auséncia de modulagdo observada

Diz Bittencourt (2017) que embora o extrato de L. ferrea contenha compostos com
potencial antimicrobiano e modulador, como taninos e fenois, sua efetividade depende da
capacidade de atravessar a membrana externa bacteriana. De acordo com Lins (2020) em P.
aeruginosa, a eficiéncia das bombas MexAB-OprM, amplamente descritas na literatura, pode

impedir a acumulagao intracelular desses metabolitos, anulando os possiveis efeitos de sinergia.
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No estudo de Livermore (2002) as diferengas nas vias de entrada dos carbapenémicos
também podem influenciar a auséncia de modulagdo. Em P. aeruginosa, a resisténcia ao
imipenem esta frequentemente associada a perda ou modificagdo da porina OprD, principal
canal de entrada desse antibiotico. Como o extrato ndo alterou essa via, a CIM de imipenem
permaneceu elevada. Para meropenem, que utiliza vias alternativas, a CIM ja se encontrava

relativamente baixa, o que pode limitar a detec¢do de sinergia adicional.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram que Klebsiella pneumoniae apresentou CIM de 1024 pg/mL
para ambos os antibidticos, porém houve reducao desse valor quando o imipenem foi associado
ao extrato, indicando um efeito potencializador. Para Pseudomonas aeruginosa, as CIMs
permaneceram inalteradas, e a combinagdo com o extrato ndo demonstrou sinergismo. O extrato
isolado exibiu apenas atividade moderada frente a Pseudomonas aeruginosa e nenhum efeito
relevante contra Klebsiella pneumoniae. Diante disso conclui-se que o extrato de Libidibia
ferrea ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa frente a essas cepas, mas
demonstrou potencial adjuvante quando combinado ao imipenem, refor¢cando a importancia de
estudos futuros sobre seus compostos bioativos, mecanismos antibacterianos e potencializador

dessa planta.
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