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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e potencial de
modificacdo da ac@o de antibidticos do extrato etandlico de Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira-vermelha) frente Escherichia coli e Staphylococcus aureus, planta nativa da
América do Sul com uso tradicional na medicina popular. As folhas da planta foram
coletadas, submetidas a extracdo etandlica e testadas em cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, utilizando o método de microdiluicao em placa de 96 pogos. Foi
avaliada a interacdo do extrato com os antibidticos gentamicina e norfloxacino. A
atividade modificadora do extrato com o norfloxacino frente a cepa de Escherichia coli
ndo apresentou resultados estatisticamente relevantes, mas houve reducdo da CIM
(Concentragao Inibitoria Minima) de 64ug/mL para 32pg/mL com a gentamicina, e frente
a cepa de Staphylococcus aureus houve redugao da CIM de 341ug/mL para 171pg/mL
com o norfloxacino e de 256pug/mL para 75ug/mL com a gentamicina. Foi evidenciado a
potencializacdo do efeito do antibidtico quando o produto foi combinado com
gentamicina contra a cepa Escherichia coli, bem como contra Staphylococcus aureus
quando combinado com gentamicina e norfloxacino, o que pode ser mais um mecanismo
terapéutico para auxiliar no tratamento contra infec¢des. Assim, o extrato etandlico de
Schinus terebinthifolius Raddi apresenta capacidade de modificar a a¢do de antibidticos,
especialmente quando associado a gentamicina, promovendo reducdo significativa da
CIM frente Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Aminoglicosideos. CIM. Fluoroquinolonas. Microdilui¢c@o. Resisténcia
bacteriana.
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The study aims to evaluate the antibacterial activity and modification potential of the
ethanolic extract of Schinus terebinthifolius Raddi (brazilian peppertree) against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, a native plant of South America and
traditionally used in folk medicine. The plant leaves were collected, subjected to ethanolic
extraction, and tested against Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains using
the 96-well microdilution method. The interaction of the extract with the antibiotics
gentamicin and norfloxacin was assessed. The modulatory activity of the extract
combined with norfloxacin against the Escherichia coli strain did not show significantly
relevant results; however, the MIC (Minimum Inhibitory Concentration) decreased from
64 ng/mL to 32 pg/mL when combined with gentamicin against Staphylococcus aureus,
a MIC reduction was observed from 341 pg/mL to 171 pg/mL with norfloxacin and from
256 pg/mL to 75 pg/mL with gentamicin. The potentiation of the antibiotic effect was
demonstrated when the extract was combined with gentamicin against Escherichia coli,
as well as against Staphylococcus aureus when combined with gentamicin and
norfloxacin, suggesting a potential therapeutic mechanism to support infection treatment.
Thus, the ethanolic extract of Schinus terebinthifolius Raddi exhibits the ability to modify
the action of antibiotics, especially when combined with gentamicin, promoting a
significant reduction in the MIC against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

Keywords: Aminoglycosides. Bacterial resistance. Fluoroquinolones. Microdilution.
MIC.

1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca por sua vasta diversidade de espécies vegetais, distribuidas em
diferentes ecossistemas, o que favorece o uso tradicional de plantas locais na preparagcao
de medicamentos caseiros, utilizando-se partes como frutos, folhas e cascas. A prética de
utilizar plantas e ervas com propdsitos terapéuticos € comum em diversas regides do pais.
(Ramos, 2021; Reis et al., 2023).

Diversas plantas sdo utilizadas com propdsito medicinal no tratamento de
doencas, devido as propriedades terapéuticas que lhes sdo atribuidas. Essa tradicdo esta
associada a presenca de acOes antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antifungica, presentes em diversas plantas da regido, incluindo espécies do género
Schinus. (Gomes, 2022; Macedo, 2024).

Estudos sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, extratos vegetais €
seus compostos tém ganhado destaque no tratamento de enfermidades, especialmente
devido ao aumento da resisténcia microbiana emergente. Entre elas, a planta Schinus
terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira-vermelha, uma espécie
nativa da América do Sul amplamente utilizada na medicina tradicional por suas
propriedades antimicrobianas, cicatrizantes e anti-inflamatdrias. (Cabral et al., 2024;

Costa, 2021; Maia et al., 2021).



Pesquisas recentes demonstram que o extrato etandlico das folhas de Schinus
terebinthifolius exibem atividade antibacteriana considerdvel contra diferentes cepas
patogénicas, como Bacillus subitilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (CCT 0096),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 94863) e Pseudomonas
aeruginosa (CCT 009) (Santos, 2023). Este efeito € atribuido a presenca de substancias
bioativas como flavonoides, taninos e terpenos, que atuam em processos fisioldgicos
essenciais das bactérias (Ghandour et al., 2021; Kowalski et al., 2020).

Além da atividade bactericida direta, hd evidéncias de que extratos vegetais
podem exercer um efeito potencializador sobre a resisténcia bacteriana, aumentando a
eficdcia de antibidticos ja existentes. Essa abordagem constitui uma estratégia promissora
para combater mecanismos de resisténcia e recuperar a efetividade de antimicrobianos
comprometidos (Alam, 2022; Santos et al., 2020).

Entre os microrganismos que mais frequentemente causam infec¢des estdo as
bactérias que compdem a flora humana normal e que, em individuos saudaveis,
apresentam baixa viruléncia. No entanto, em pessoas imunocomprometidas, essas
bactérias podem causar infeccdes oportunistas (Sousa et al., 2019).

Uma cléssica bactéria oportunista € Escherichia coli, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Esta bactéria é amplamente distribuida no ambiente e tem como
principal habitat o trato gastrointestinal de humanos e animais. No entanto, as cepas
comensais de Escherichia coli nao sdo patogénicas e desempenham importantes fun¢des
fisiolégicas no organismo (Gouveia; Bernalier-Donadille e Jubelin, 2024).

Outra bactéria oportunista relevante é Staphylococcus aureus, frequentemente
associada a infeccOes hospitalares. As infec¢cdes mais comuns envolvem a pele (como
celulite e impetigo), mas podem ocasionar feridas em diversas partes do corpo. Infec¢oes
causadas por S. aureus podem ser agudas e disseminar-se para outros tecidos, provocando
complicagdes como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite,
pericardite e meningite (Pereira et al., 2021; Silva et al., 2022).

Diante disso, o avancgo continuo da resisténcia bacteriana a diferentes antibidticos
representa um grave problema de satde publica mundial, exigindo a implementacdo de
diversas estratégias de controle e a mobilizagdo de 6rgios nacionais e internacionais de
vigilancia epidemioldgica (Morais et al., 2020; Walsh, 2023).

Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a atividade antibacteriana do

extrato etanolico de Schinus terebinthifolius Raddi, assim como o potencial de



modificagdo da acdo dos antibidticos gentamicina e norfloxacino, frente cepas de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Tipo de estudo

Tratou-se de um estudo de cardter experimental in vitro com anélise comparativa
quantitativa. O experimento foi estruturado em quatro etapas, entre os meses de julho e
outubro de 2025. A primeira etapa ocorreu no sitio Lagoa Grande, no municipio de Exu
— Pernambuco (Latitude: 7°37°01.2°°S, Longitude: 39°40°29.7°°W), onde ocorreu a
coleta do material vegetal. As etapas posteriores ocorreram no Centro Universitario Dr.
Ledo Sampaio — UnilLedo campus saide em Juazeiro do Norte — CE. A segunda etapa
aconteceu no Laboratério Multidisciplinar, onde obteve-se o extrato etandlico das folhas.
As ultimas etapas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia, onde verificou-se a
avaliacdo da atividade antibacteriana e a avaliacdo do potencial de modificagdo do

extrato.

2.1.2 Coleta e identificacao botanica

Para obten¢do do extrato etandlico e realizagao dos experimentos, foi utilizada a
espécie Schinus terebinthifolius Raddi. A coleta do material vegetal foi realizada no
periodo vespertino para garantir maior concentracao de metabdlitos secundarios, no sitio
Lagoa Grande, localizado no municipio de Exu — Pernambuco. As amostras foram
identificadas e uma exsicata da espécie em prensa botanica foi levada ao Herbério
Dérdano de Andrade Lima, na Universidade Regional do Cariri, Crato — Ceard para

respectiva identificacdo da espécie, sob numero de herbério 17.181.
2.1.3 Preparo do extrato etandlico
Inicialmente, as folhas foram separadas dos caules e lavadas em dgua corrente

para eliminar impurezas. Posteriormente, foram enxutas com papel absorvente e pesadas,

e em seguida, foram submetidas a secagem a temperatura ambiente.



ApOs a secagem, as folhas foram fragmentadas em pedagos menores e trituradas
manualmente. Depois, foram submetidas ao processo de maceragdo estdtica, no qual
foram imersas em etanol a 95% em quantidade suficiente para todo material permanecer
imerso. Essa mistura permaneceu em repouso por 72 horas, com agitacdo ocasional,
visando a obtenc¢do do extrato fluido.

Ap6s esse periodo, o extrato foi submetido a filtracdo utilizando papel filtro
qualitativo de gramatura 80 g/m?2, com o objetivo de remover particulas s6lidas. O liquido
filtrado foi entdo concentrado, utilizando chapa aquecedora a aproximadamente 40 °C,
para assim, obter o extrato etandlico bruto das folhas de Schinus terebinthifolius. Apds
essa etapa, o concentrado foi transferido para um recipiente aberto e mantido a

temperatura ambiente, permitindo a completa evaporagao residual do solvente.
2.1.4 Antibidticos, meios de cultura e microrganismos

Para os testes foram selecionados os antibidticos gentamicina e norfloxacino. Os
meios de cultura usados foram o Agar Brain Heart Infusion (BHI) e Brain Heart Infusion
Broth. Foram utilizadas as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, cedidas pelo Laboratério Escola de Andlises Clinicas —

Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio, Juazeiro do Norte — Ceara.
2.1.5 Preparo das solucoes teste

Para o preparo do extrato etandlico de Schinus terebinthifolius (EESt) e dos
antibidticos, foi pesado 10 mg do produto e diluido em 0,5 mL. de DMSO, acrescentado
mais 9,265 puL de dgua destilada estéril, perfazendo solucdo com concentracdo de 1024
pug/mL. Essa solugdo foi utilizada para os testes de CIM e atividade modificadora da agcdo

de antibidticos.
2.1.6 Avaliacao da atividade antibacteriana direta

Para a avaliacdo foi utilizada a técnica de microdilui¢do em placa de 96 pogos,
com base no CLSI (2012), em que todos os testes foram realizados em triplicata.
Inicialmente, as bactérias foram semeadas em BHI Agar e incubadas a 37 °C por 24 horas.

ApOs esse periodo foi realizado o indculo bacteriano com uma aliquota da cultura diluida



em tubo contendo solucdo salina estéril, onde a turbidez foi ajustada de acordo com a
escala padrdo (0,5 x 10®) de McFarland. Em seguida, foi adicionado 100 pL de indculo
a um microtubo contendo 900 pL de BHI a 10%, e em cada poco da placa de
microdilui¢do, foi adicionado 100 pL da solugdo in6culo + BHI a 10%. O EESt, que foi
inicialmente preparado com uma concentragao de 1024 pg/mL, foi submetido a dilui¢des
seriadas 1:2 do primeiro ao penultimo poco da placa de microdilui¢do. Os tltimos pocos
foram incluidos como controles positivos, compostos por meio e indculo, para certificar
a viabilidade do crescimento bacteriano (NCCLS, 2003). As microplacas foram
incubadas por 24 horas a aproximadamente 37 °C.

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente as linhagens
bacterianas foi utilizado um método colorimétrico, utilizando uma solu¢do de resazurina
sodica a 0,04 mg/mL. Apéds a incubacdo, foram adicionados 20 puL da solug¢do a cada
poc¢o, e a placa foi mantida por uma hora em temperatura ambiente. A mudanca de cor de
azul para rosa, resultante da reducdo da resazurina, indicou crescimento bacteriano. A
CIM foi determinada como a menor concentracdo do extrato que manteve a cor azul

inalterada, indicando auséncia de crescimento bacteriano (Salvat, 2001).

2.1.7 Avaliacio do potencial de modificacao da acao antibiética

Para avaliag¢do da atividade modificadora, foram utilizadas cepas multirresistentes
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Utilizou-se também os antibidticos
gentamicina e norfloxacino, da classe dos aminoglicosideos e fluoroquinolonas,
respectivamente, preparados inicialmente em concentracdo de 1024 pg/mL. Todos os
testes foram realizados em triplicata.

O potencial de modificacdo foi determinado conforme os métodos descritos por
Coutinho et al. (2008) e Matias (2010), que envolve a combinagdo de extratos vegetais
em concentragdes subinibitorias (CIM/8) com antibidticos, visando observar possivel
efeito potencializador ou antagdnico na inibi¢do do crescimento bacteriano.

Para realizagdo do ensaio de microdiluicdo em placas, inicialmente, 100 uL de
uma solugdo contendo 1162 pL de caldo BHI a 10%, 150 pL de indculo bacteriano e 188
uL do EESt foram adicionados a cada pogo. Apds isso, 100 uL do antibidtico foi
adicionado ao primeiro po¢o e submetido a dilui¢des seriadas 1:2 do primeiro ao

penultimo pogo, resultando em concentra¢des que variaram de 512 a 0,5 ug/mL. Os



tltimos pocos foram utilizados como controle bacteriano positivo, e as placas foram

incubadas por 24 horas a aproximadamente 37 °C.

Ap6s o periodo de incubacdo, a atividade modificadora foi avaliada pela adi¢do
de, 20 uLL de uma solucdo de resazurina sodica a 0,04 ug/mL, em cada pogo. A mudanga
de cor de azul para rosa indicou crescimento bacteriano, enquanto a permanéncia da cor

azul sugeriu inibi¢do do crescimento, permitindo a determinag¢do da CIM.

2.1.8 Analise estatistica

Os dados foram representados como média geométrica + desvio padrao e a andlise
estatistica dos dados foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste
posthoc de Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prism 9.2.0. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima do EESt, frente a cepas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus ndo foi obtido um resultado estatisticamente
relevante, com CIM maior ou igual a 1024 ug/mL. Silva et al. (2023) obtiveram resultado
semelhante utilizando 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi frente Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

A padronizagdo de estudos com plantas medicinais € desafiadora, principalmente
devido a essa dificuldade ser explicada principalmente pela variacdo nas concentracdes
de fitoconstituintes presentes. No caso do EESt, variacdes decorrentes do solo e clima
onde a planta € cultivada, hordarios de coleta da planta, perfil de sensibilidade das cepas
usadas, ou mesmo a metodologia empregada na realizacdo dos testes de atividade
antimicrobiana (Araujo, 2020; Spézia et al., 2020; Tramontin, 2020).

A investigacdo da interacdo entre extratos vegetais e antibidticos compde uma das
mais recentes dreas de estudo, cujo objetivo é contornar mecanismos de resisténcia
bacteriana e restaurar a eficdcia de farmacos ja estabelecidos. Nesse contexto, foram
realizados os testes de potencial de modificacdo, utilizando linhagens de Escherichia coli

e Staphylococcus aureus, testando a acdo do extrato em associagdo ao aminoglicosideo

gentamicina e a fluoroquinolona norfloxacino.
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O produto associado aos antibidticos gentamicina e norfloxacino frente a cepa de
Staphylococcus aureus obteve resultados significativos, representados no grafico 1. Ou

seja, o EESt potencializou a a¢@o do antibi6tico.

Grafico 1: Avaliacdo estatistica através da analise de varidncia (one-way ANOVA) de
Staphylococcus aureus com norfloxacino e gentamicina, utilizando o software GraphPad Prism.

9.2.0, as diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (Proprio do autor).
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Legenda: “****” p < 0.0001 indicates significant differences between groups. Statistical
significance was determined by one-way ANOVA and Bonferroni posthoc test.

Frente a cepa de Escherichia coli, o produto associado ao antibiético gentamicina
obteve resultado significativo, no entanto, associado ao norfloxacino mostra tendéncia de
modifica¢do, porém sem significancia estatistica relevante, representados no gréfico 2.
Ou seja, o EESt potencializou a acdo de gentamicina e ndo influenciou na acdo de

norfloxacino.

Grafico 2: Avaliacdo estatistica através da andlise de varidncia (one-way ANOVA) de
Escherichia coli com norfloxacino e gentamicina, utilizando o software GraphPad Prism. 9.2.0,

as diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (Proprio do autor).
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Legenda: “****” p < (.0001 indicates significant differences between groups. Statistical
significance was determined by one-way ANOVA and Bonferroni posthoc test.

Gomes et al. (2020) evidenciaram que uma das fragdes do extrato dos frutos de
Schinus terebinthifolius R. apresentou atividade inibitdéria contra MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina) e demonstrou uma reducgdo significativa na dermonecrose
causada por esse microrganismo e que, segundo os autores, esta inibicdo pode estar
associada a presenca de compostos da planta, como galotaninos e flavonoides do tipo

quercitrina e miricitrina.

No estudo de Rocha et al. (2020), 15 fungos endéfitos foram identificados nos
frutos, casca do caule e raizes de S. terebinthifolius. Os fungos identificados foram
capazes de produzir substancias com a¢do antibacteriana e antioxidante, destacando-se
compostos como os dcidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico e o élcool 1-dodecanol.
Segundos os autores, metade dos fungos avaliados exibiu atividade bacteriostatica contra
as duas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC e MRSA) avaliadas. Os compostos
atuaram por multiplos mecanismos, incluindo alteracdo da permeabilidade da membrana
bacteriana, desnaturagdo de proteinas e interferéncia na sintese de acidos nucleicos
(Rocha et al., 2020).

Além disso, a literatura indica que cepas Gram-positivas tendem a ser mais
afetadas por compostos presentes em Schinus terebinthifolius R. devido a estrutura da
parede celular menos complexa em compara¢do com Gram-negativas. Observacdes de
El-Demerdash et al. (2024) sugerem que bactérias Gram-positivas podem ser mais
vulneraveis a perturbacdo da membrana por compostos lipofilicos (como o 6leo essencial
de Schinus terebinthifolius R.), favorecendo o efeito potencializador da aroeira-vermelha
frente a Gram-positivas.

A atividade antibacteriana da planta pode variar conforme o Orgdo vegetal
utilizado, o tipo de extragdo e a propor¢do de metabdlitos bioativos (Barbosa, 2020); além
disso, grande parte da literatura emprega o 6leo essencial (mais volatil e perfil quimico
distinto do extrato etandlico), o que reforca a necessidade de investigar outras matrizes

da espécie (Salinas et al., 2021; Souza et al., 2020).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Os achados neste estudo permitem concluir que o extrato etandlico das folhas de

Schinus terebinthifolius Raddi ndo apresenta acdo antibacteriana frente as cepas
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bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mas apresenta efeito promissor
como modificador da atividade do aminoglicosideo gentamicina, visto que o extrato
ocasionou uma potencializacdo quando em conjunto com este antibidtico. Dessa forma,
torna-se essencial a realizacdo de pesquisas mais aprofundadas nessa temdtica a fim de
avaliar detalhadamente, evidenciar e testar as acdes e a eficicia do extrato, e
possibilitando assim, conforme resultados, que seja possivel dispor de mais alternativas

no controle do aumento progressivo da resisténcia bacteriana.
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