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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E POTENCIALIZADORA
DA ACAO DE ANTIBIOTICOS DO EXTRATO ETANOLICO DE Crateva tapia
FRENTE AS CEPAS MULTIRRESISTENTES DE Klebsiella pneumoniae E
Pseudomonas aeruginosa.

Guilherme Santos de Sousa'; Ma. Tassia Thais Al
Yafawi’; Me. Maria Hellena Garcia Novais®.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano e potencializador do
extrato etanolico de Crateva tapia frente as cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae
e Pseudomonas aeruginosa. Tratando-se de uma pesquisa de caratér experimental de
abordagem quantitativa para a determinacdo da concentragdo inibitéoria minima e da
potencializacao do antibidtico junto ao extrato do trapia. A planta foi coletada no municipio de
Varzea Alegre CE. Apos a coleta o material vegetal foi pesado 400g e colocado em um
recipiente de vidro estéril com 600ml de etanol absoluto, depois de trés dias, o produto vegetal
foi colocado na chapa para a destilagao por mais trés dias, resultando em 3g de extrato vegetal.
Os testes foram realizados no Centro Universitario Ledo Sampaio. Foi realizada a CIM do
extrato no qual resultou na concentragdo 1024 ng/ml, e sua atividade potencializadora obteve-
se a concentragdo 1024 pg/ml com antibidticos meropenem e imipenem frente a Klebsiella
pneumoniae multirressistentes, ja em frente a Pseudomonas aeruginosa multirressistentes, a
potencializacdo para o meropenem teve concentracdo de 10,64 pg/ml e para o imipenem 32
pug/ml, destacando que, sob as condi¢des experimentais aplicadas, o extrato etandlico de
Crateva tapia ndo exerce efeito antibacteriano clinicamente relevante e ndo potencializa a
acdo de antibidticos frente as bactérias de forma significativa. Diante deste fato, ¢ necessario
que haja estudos mais especificos e detalhados sobre os compostos da planta, para que possa
elucidar de uma forma melhor o perfil desses mecanismos da planta em relagdo a sua atividade
antibacteriana e potencializadora na acdo de antibidticos.

Palavras-chave: Antibacteriano, Klebsiella pneumoniae; Plantas medicinais; Pseudomonas
aeruginosa.

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND POTENTIATION OF
ANTIBIOTIC ACTION BY THE ETHANOLIC EXTRACT OF Crateva tapia
AGAINST MULTIDRUG-RESISTANT STRAINS OF Klebsiella pneumoniae AND
Pseudomonas aeruginosa.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial and potentiating potential of the ethanolic
extract of Crateva tapia against multidrug-resistant strains of Klebsiella pneumoniae and
Pseudomonas aeruginosa. This was an experimental, quantitative study designed to determine
the minimum inhibitory concentration (MIC) and the antibiotic-potentiating effect of the
trapia extract. The plant was collected in the municipality of Varzea Alegre, Ceara. After
collection, 400 g of plant material were weighed and placed in a sterile glass container with
600 mL of absolute ethanol. After three days, the plant product was placed on a heating plate
for distillation for an additional three days, resulting in 3 g of plant extract. The tests were
conducted at the Ledo Sampaio University Center.



The MIC of the extract was determined to be 1024 ng/mL, and its potentiating activity reached
a concentration of 1024 pg/mL when combined with the antibiotics meropenem and imipenem
against multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae. Against multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa, the potentiation for meropenem was observed at a concentration of 10.64 ug/mL,
and for imipenem at 32 pg/mL. These results indicate that, under the applied experimental
conditions, the ethanolic extract of Crateva tapia does not exhibit clinically relevant
antibacterial effects and does not significantly potentiate the action of antibiotics against these
bacteria.

Keywords: Antibacterial; Klebsiella pneumoniae; Medicinal plants; Pseudomonas aeruginosa.

1. INTRODUCAO

As infecgdes causadas por Pseudomonas aeruginosa multirresistente representam um
grave desafio clinico e epidemiologico. Essa bactéria oportunista é capaz de colonizar
ambientes hospitalares e infectar pacientes imunocomprometidos, em uso de ventilagido
mecanica, cateteres ou antibioticos de amplo espectro. As consequéncias incluem maior tempo
de internagdo, aumento da morbimortalidade e custos hospitalares elevados, além do risco de
disseminag¢do intra-hospitalar e persisténcia ambiental da bactéria, dificultando o controle de
surtos (Saleh et al., 2025).

Da mesma forma, as infec¢des por Klebsiella pneumoniae multirresistente, estao
associadas a altas taxas de mortalidade, frequentemente acima de 40% em infecgdes graves
como sepse € pneumonia hospitalar. A capacidade de Klebsiella pneumoniae de adquirir e
transmitir plasmideos com multiplos genes de resisténcia faz com que se espalhe rapidamente
entre pacientes e unidades hospitalares, representam uma ameaga significativa a satide publica,
j4 que comprometem a eficacia de antibidticos essenciais e elevam a carga global das infec¢des
associadas a assisténcia a satude (Al-Milli et al., 2024).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos é considerada uma das maiores ameacgas a
saude global, dificultando a prevencdo e o tratamento de um numero crescente de infecgdes
(Naghavi et al., 2024). Essa resisténcia tem sido fortemente associada ao uso excessivo e
inadequado de antibidticos tanto em humanos quanto em animais. A escassez de novos
antibioticos eficazes agrava ainda mais esse cenario critico (Gargano ef al., 2025).

Diante desse contexto alarmante, intensificou-se a busca por alternativas terapéuticas
que possam combater bactérias resistentes. Uma das estratégias promissoras envolve a pesquisa
de compostos naturais presentes em plantas, frutos, sementes, flores e folhas com propriedades
antibacterianas. Essa abordagem interdisciplinar tem reunido farmacéuticos e especialistas em
microbiologia na corrida por novas solugdes terapéuticas (Oliveira et al., 2020).

As plantas medicinais tém sido amplamente estudadas por sua capacidade de atuar como



agentes antibacterianos, gracas a presenga de compostos bioativos que interferem nos processos
fisiolégicos das bactérias. Tais compostos podem inibir o crescimento ¢ a proliferacao
bacteriana, atuando sobre a parede celular, a membrana plasmatica, a sintese proteica e até
mesmo a replicagdo do DNA (Rana et al., 2022). Entre esses compostos destacam-se os
flavonoides e terpenoides, que promovem a lise celular, a desorganizacio da membrana
bacteriana e a reducdo da inflamagdo causada por danos teciduais (Olszowy et al., 2019).

A reducao da inflamagao pelos flavonoides e terpenoides ¢ um mecanismo de acao que
pode beneficiar virtualmente tecidos como: mucosas, trato digestivo e pele que esteja passando
por um processo de lesdo, estresse oxidativo ou infecgdo (Nogueira ef al., 2024). No contexto
tradicional, o uso de plantas medicinais ¢ uma pratica comum, especialmente em regides com
dificil acesso a medicamentos convencionais. No semiarido nordestino, por exemplo, a
entrecasca do trapi era utilizada no tratamento de pruridos e lesdes, com o objetivo de evitar
a proliferacdo de agentes infecciosos (Lorenzi ,2008).

A planta Crateva tapia, conhecida popularmente como trapid, ¢ uma espécie arbdrea
tipica da vegetagdao de Caatinga nas regides cristalinas e sedimentares, além de ocorrer em
florestas riparias (Lorenzi, 2008). A planta ¢ utilizada tanto na recomposi¢ao de areas
degradadas quanto na alimentagao, por meio do consumo de seus frutos em forma de refrescos
ou bebidas vinosas. Na medicina popular, suas folhas e entrecasca sio empregadas no controle
da diabetes, prurido e dores musculares (Cavalcante, 2014; Lorenzi, 2008). A entrecasca refere-
se a porcdo interna da casca, situada entre a camada externa e o floema, sendo a parte mais tenra
e biologicamente ativa da planta (Conceigdo et al., 2021).

O oleo extrato etanolico de Crateva tapia contém compostos bioativos presentes, como
terpenos e compostos fenodlicos, que possuem propriedades antimicrobianas que poderiam
inibir o crescimento em cepas de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
multiresistentes.

Diante do cenério global a busca por novas estratégias de prevencao e tratamento contra
as bactérias patogénicas € um problema mundial, tendo em vista que os antibioticos atuais estao
perdendo sua eficicia devido o aumento da resisténcia bacteriana. Varios paises estdo
desenvolvendo planos de a¢do para combater a resisténcia microbiana, com metas e estratégias
para o uso racional de antibioticos e o controle de infeccdes.

Por isso, cientistas estdo empenhados na busca por novos antibioticos e terapias
alternativas, como fagoterapia e imunoterapia. Por esse motivo hd um crescente interesse em
explorar o potencial antibacteriano de plantas medicinais, buscando alternativas naturais aos

antibioticos convencionais.



Dessa forma, o estudo teve como objetivo principal avaliar a atividade antibidtica e
potencializadora do extrato etanolico de Crateva tapia contra essas linhagens bacterianas

especificas com o intuito de contribuir para outros estudos microbioldgicos sobre essa planta.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Tipo de estudo

Esta pesquisa caracteriza-se como um estudo de carater experimental de abordagem
quantitativa, cujo objetivo foi avaliar a atividade antimicrobiana e potencializadora do extrato

etandlico de Crateva tapia.
2.1.2 Obtenciao e identificacdo da amostra de Crateva tapia.

O material vegetal foi coletado no municipio de Varzea Alegre no sitio Rosario, a
latitude era de -6.810355 e a longitude -39.265409, a altitude (m) de 324, o clima do dia
29/08/2025 era de 30 graus celsius. O material foi identificado no Herbario Dardano de
Andrade Lima (Herbario da Universidade Regional do Cariri - URCA) por meio de fotografias
pelo Doutor Jos¢ Weverton Almeida Bezerra. O preparo do extrato e os testes foram realizados

no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio- UNILEAO.
2.1.3 Obtencao do extrato de Crateva tapia.

As entrecascas de Crateva tapia coletadas foram selecionadas e secas a temperatura
ambiente. Em seguida, foram trituradas para aumentar a superficie de contato, € submersas em
etanol P.A para extracdo a frio por um periodo de 72 horas (Simdes et al., 2010). Foram
colocados 600 mL de alcool absoluto e 40 gramas da entrecasca triturada.

Ap0s esse periodo, a mistura foi submetida a filtragao para retirada das impurezas, e a
destilagdao do solvente ocorreu em chapa sob pressao reduzida a temperatura controlada entre
70-80 °C, com a retirada posterior do alcool etilico excedente na chapa. O rendimento do
extrato, calculado com base no peso seco do extrato em comparativo com o peso da entrecasca

antes da extracdo, foi de 3 gramas.
2.1.4 Antibioticos meropenem e imipenem e meio de cultura Brain Heart Infusion.

Os antibidticos (meropenem e imipenem.) foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio



de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri- URCA.
Os meios de cultura Agar Brain Heart Infusion sélido e liquido foram adquiridos do centro

universitario Dr. Ledo Sampaio, ¢ o Dimetilsulféxido (DMSO).

2.1.5 Microorganismos

Foram utilizadas as linhagens multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa isolado
clinico 1 (PA IC1) proveniente de uma cultura de aspirado traqueal e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase NCTC 13442 (KPC NCTC 13442), ambas cedidas cedida pelo Laboratorio
Vicente Lemos. Todas as linhagens foram mantidas em Agar Infusdo de Coragao (HIA). Para
realizacdo dos testes, as linhagens foram suspensas em tubo de ensaio com agua destilada para
obter uma suspensao com turvacao equivalente a 0,5 da escala de McFarlland (1,5x10 * 8

UFC/mL).

.....

Para os testes foram utilizadas solugdes preparadas a partir do extrato, sob uma
concentragao inicial de 10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido). Em seguida, a
solucdo foi diluida com dgua destilada estéril a fim de se obter uma concentragdo =1024 pg/ml.

A determinagdo da CIM do extrato foi realizada pela técnica de microdiluicao,
utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata (Ellof, 1998; Souza
et al., 2007). Em cada orificio da placa foi adicionado 100 pl do meio liquido BHI. Para
distribuicao na placa de microdilui¢ao foram preparados tubos eppendorf® contendo cada um
deles 1 mL de solugao, composta por 900 pl de BHI e 100 pul da suspensdo bacteriana.

A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 pl desta solugdo em
cada pogo (placa de 96 pocos) e em seguida procedeu-se a microdilui¢do seriada com a solucao
de 100 pL do produto natural (Javadpour ef al., 1996). As concentragdes do extrato variaram
512-8 ng/mL. As placas foram levadas a estufa para incubagdo por 24 h a 37 °C.

Para revelacdo da CIM foi preparada uma solucdo indicadora de resazurina sodica
(Sigma) em agua destilada estéril na concentragdao de 0,01% (p/v) e foram adicionados 20 pl
da mesma em cada pogo. As placas passaram por um periodo de incubagao de 20 minutos em
temperatura ambiente para posterior leitura. A mudanga da coloracdo azul para rosa ocorreu
devido a redugdo da resazurina, que indicou o crescimento bacteriano. Foi definida a CIM para
os produtos testados como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano verificado nos orificios (evidenciado pela cor azul inalterada) quando comparado

com o crescimento controle. O extrato foi misturado em caldo BHI 10% em concentracdes



subinibitdrias, obtidas e determinadas apds a realizacao do teste de avaliacao da CIM.

2.1.7 Avaliacio da atividade potencializadora da acio antibidtica.

Para o teste de modulacao, a concentragdao da solucao de extrato foi reduzida 8 (oito)
vezes (CIM/8).

A preparagdo das solucdes de antibidticos foi realizada com a adigdo de 4gua destilada
estéril em concentracao dobrada (1024 ug/mL) em relagdao a concentracao inicial definida, e
volumes de 100 pl foram diluidos na proporcao de 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade
com 100 pl do meio de cultura existia suspensdes bacterianas diluidas (1:10). Os mesmos
controles utilizados na avaliagao da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulagao
(Coutinho, ef al., 2008). As placas preenchidas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e apds
esse periodo, a leitura foi evidenciada pelo uso da resazurina, conforme citado anteriormente
no teste de determinacdo da CIM. Os ensaios foram feitos em triplicata. Foram utilizados
controles de dilui¢cao dos produtos naturais, onde o indculo foi substituido por salina, e também

o controle de esterilidade do meio.
2.1.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média aritmética + desvio padrao, e foram avaliados
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-test Bonferroni,
utilizando o software GraphPad Prism. Onde as diferencas seriam consideradas significativas

quando p < 0,05.
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar as placas de 96 pogo das microdiluigdes, foi possivel determinar que nesse
experimento o extrato etanolico de Crateva tapia (EECt) apresenta CIM >1024 pg/mL frente
a KPC NCTC 13442 e P.A.1C1 indica auséncia de atividade antibacteriana relevante contra
essas cepas altamente resistentes.

A tabela 1 ilustra os resultados do teste da ag¢do potencializadora do EECT frente a

KPC NCTC 13442, evidenciando o comportamento da cepa diante do agente analisado.

Tabela 1 — Avaliagdo da agdo potencializadora de carbapenémicos do EECt frente a

cepa KPC NCTC 13442.
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TREATMENT K.P.C NCTC 13442
MEROPENEM 1024 pg/ml
MEROPENEM + ECCt 1024 pg/ml
IMIPENEM 1024 pg/ml
IMIPENEM + ECCT 1024 MG/ML

Fonte: Autor proprio, 2025.

No presente estudo, avaliou-se o efeito potencializador da acdo de carbapenémicos do
extrato de Crateva tapia sobre a atividade dos carbapenémicos meropenem ¢ imipenem frente
a cepa produtora de carbapenemase KPC NCTC 13442. Os resultados demonstraram que a
adi¢do do extrato vegetal ndo promoveu reducdo significativa nos valores de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) dos antibioticos. Todos os antibidticos isolados quanto as
combinagdes com o extrato, apresentaram valores semelhantes, igual ou maior que 1024
pg/mL, indicando manuten¢do do perfil de resisténcia.

A auséncia de sinergismo pode ser atribuida a diversos fatores biologicos € bioquimicos.
Primeiramente, a cepa KPC utilizada apresenta mecanismo de resisténcia altamente eficiente,
principalmente a producao de carbapenemases, capazes de hidrolisar o anel beta lactamico e
reduzir drasticamente sua eficdcia. Em cenarios de resisténcia elevada, ¢ comum que
substancias bioativas de origem vegetal ndo sejam capazes de interferir de forma suficiente para
alterar o valor de CIM, especialmente quando ndo apresentam acdo direta sobre a enzima
carbapenemase ou sobre os mecanismos complementares de resisténcia, como bombas de
efluxo e alteragdes na permeabilidade membranar (Peregrino et al., 2021).

Além disso, a auséncia de diferenga significativa pode indicar que os compostos
presentes no extrato de Crateva tapia nao atuam sobre o mecanismo de resisténcia
predominante desta cepa, ou que a concentragdo utilizada ndo foi suficiente para gerar efeito
modulador detectdvel pelo método de microdiluicdo. Vale destacar que a CIM expressa em
pg/mL representa a menor concentragao capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel, e
valores tao elevados quanto os observados sugerem uma resisténcia robusta, dificultando a
identificacdo de efeitos potencializadores sutis.

Outro aspecto importante ¢ que determinados extratos vegetais exercem agdes mais
pronunciadas em condi¢des dinamicas, observadas em curvas de morte bacteriana ou testes de
tempo-morte, mas ndo necessariamente impactam a inibi¢ao inicial do crescimento observada
na CIM. Assim, ¢ possivel que o extrato apresente algum tipo de interagdo bioldgica ndo

capturada pelo método utilizado.
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Dessa forma, os dados obtidos sugerem que o extrato de Crateva tapia nao exerceu
atividade moduladora significativa sobre os carbapenémicos testados contra a cepa KPC NCTC
13442 nas condigdes experimentais avaliadas. Estudos adicionais, com diferentes
concentracdes, fragdes purificadas ou técnicas complementares, podem auxiliar na
identificacdo de potenciais interagdes ndo evidenciadas na metodologia atual.

Na avaliacao do efeito potencializador do extrato de Crateva tapia sobre a atividade dos
carbapenémicos meropenem e imipenem frente a cepa bacteriana P.A. IC1 foi demonstrado que
a adicao do extrato vegetal ndo promoveu redugdo significativa nos valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) para nenhum dos antibioticos avaliados como mostra a tabela 2. As
CIMs observadas permaneceram proximas a 10,64 pg/mL para meropenem, enquanto
imipenem apresentou valores mais elevados, em torno de 32 pg/mL, tanto na forma isolada
quanto em associa¢do com o extrato. Esses achados evidenciam que o extrato de Crateva tapia
ndo contribuiu para o aumento da sensibilidade da cepa aos carbapenémicos testados, indicando

auséncia de sinergismo entre oS compostos.

Tabela 2 — Avaliacdo da agdo potencializadora de carbapenémicos do EECt frente a cepa P. A. 1C1.

TREATMENT P.A.1C1
MEROPENEM 10,64 pg/ml
MEROPENEM + ECCt 10,64 pg/ml
IMIPENEM 32 pg/ml
IMIPENEM + ECCT 32 pg/ml

Fonte: Autor proprio, 2025.

A falta de atividade potencializadora pode ser atribuida a diferentes fatores.
Primeiramente, ¢ possivel que os metabodlitos presentes no extrato ndo atuem sobre os
mecanismos de resisténcia expressos pela cepa P.A.1C1. Mecanismos como alteragdo de
permeabilidade da membrana externa, presenga de bombas de efluxo ou producdo de -
lactamases podem permanecer inalterados mesmo na presenca do extrato, impedindo qualquer
efeito modulador. Quando o extrato vegetal ndo interfere diretamente nesses mecanismos, a
acdo do antibidtico permanece essencialmente a mesma, como observado nos valores de CIM
constantes (Zai et al., 2025).

Da Costa Silva e colaboradores investigaram em seu estudo, o extrato etanolico das
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folhas de Crateva tapia como adjuvante no tratamento de infecgdes causadas por bactérias
multirresistentes: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
Embora o extrato ndo apresentasse atividade antimicrobiana direta (CIM > 512 pg/mL), sua
associacao com antibidticos como gentamicina e norfloxacino reduziu significativamente as
CIMs desses farmacos em diversas cepas MDR. Os autores concluiram que o extrato ndo age
como antimicrobiano, mas como modulador da resisténcia, potencializando a agdo dos
antibioticos e tornando as bactérias mais suscetiveis ao tratamento.

Comparando os dois experimentos, nota-se que houve diferenca na acgdo
potencializadora, pois foi realizada com antibioticos diferentes e cepas bacterianas diferentes,
mas também, sugerindo que os resultados com a entrescaca indicam que nem todas as partes da
planta apresentam o mesmo perfil de atividade, e que a capacidade de modulagdao depende

diretamente dos metabdlitos especificos presentes no extrato utilizado.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos testes microbioldgicos demonstram que, sob as condi¢des
experimentais aplicadas, o extrato etanodlico de Crateva tapia nao exerce efeito antibacteriano
direto nem potencializa a acdo de antibioticos frente as bactérias em questdo. Além disso, tais
achados orientam o redirecionamento de esfor¢os de pesquisa, prevenindo o uso inadequado
de recursos e impedindo que conclusdes prematuras influenciem praticas clinicas ou
investigagdes subsequentes. Diante deste fato, ¢ necessario que haja estudos mais especificos
e detalhados sobre os compostos da planta, para que possa elucidar de uma forma melhor o
perfil desses mecanismos da planta em relacio a sua atividade antibacteriana e

potencializadora na acdo de antibidticos.
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