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RESUMO: Diversas pesquisas cientificas buscam encontrar extratos vegetais que possuam potencial curativo e
profilatico, para diferentes patologias. Atualmente as pouquissimas opgdes terapéuticas, devido ao aumento da
resisténcia bacteriana, fazem necessdria a pesquisa de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de
plantas e outros produtos naturais para serem aplicados como produtos farmacéuticos, principalmente no Brasil que
oferece uma imensa biodiversidade. Diante disso objetivou-se identificar o potencial antibacteriano da Bahuina forficata
e avaliar a menor concentragio inibitéria em cepas-padrao e isolada clinicos multirresistentes de origem hospitalar.
Para a descoberta do potencial antibacteriano foram utilizadas as folhas de Bahuinia_forficata (Moror6/Pata de Vaca).
A atividade antibacteriana do extrato foi analisada pelo método de microdiluigdo em caldo, em que o inoculo foi
preparado a uma concentragio de 5 x 105 UFC/mL, a partir de suspensdo 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), obtidas
de coldnias frescas de bactérias selecionadas. O extrato bruto da folha apresentou ampla atividade antibacteriana
frente as bactérias de origem hospitalar, garantindo assim uma verificagdo analitica experimental com grande
potencial, permitindo estudos detalhado para descoberta de novos agentes antibacterianos de origem natural.

PALAVRAS-CHAVE: Bahuina forficata, Atividade antibacteriana, Bactérias multirresistentes.

ABSTRACT: Several scientific researches seek to find plant extracts that have curative and prophylactic potential for
different pathologies. Currently, very few therapeutic options due to increased bacterial resistance, make necessary
the search for new antimicrobial agents from plant extracts and other natural products are applied as
pharmaceuticals, mainly in Brazil offering an immense biodiversity. Therefore, the objective was to identify the
antimicrobial activity of Forficata bahuina and evaluate the smallest inhibitory concentration in clinical standard
strains and isolates of multiresistant hospital origin. To the discovery of the antibacterial potential were used sheets
Bahuinia forficata (Mororé/cow Pata). The antibacterial activity of the extract was analyzed by the microdilution
broth method, wherein the inoculum was prepared to a concentration of 5 x 10> CFU / mL, from 0.5 McFarland
suspension (1.5 x 108 CFU/mL) obtained from fresh colonies of selected bacteria. crude leaf extract, showed broad
antibacterial activity against the three multiresistant bacteria of nosocomial origin, thus ensuring an experimental
analytical evidence of great potential, allowing the detailed study to find new antibacterial agents of natural origin.

KEYWORDS: Bahuina forficata, Antibacterial activity, Multiresistant bacteria.
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INTRODUCAO

A espécie Bauhinia forficata pertence a familia Fabaceae, também conhecida como
leguminosae, sub-familia Caesalpinaceae, conhecida também por Mororé do Sertdo ou
Pata de Vaca. Tal espécie pode apresentar porte arbéreo ou arbustivo e, conforme os
nomes populares sugerem, apresenta uma folha fendida no meio, formando dois lobos ou
tolfolos, que a assemelha a uma pata de bovino (LUSA, 2009; SILVA et al., 2003;
ALBINA, 2012).

Utilizada na medicina popular como hipoglicemiante tonica renal, incluem sua
agdo analgésica, depurativa, diurética, laxante, purgativa e vermifuga. As folhas e flores
tém grande efeito calmante, as raspas do caule sdo utilizadas em xaropes para tosses e
resfriados, é benéfica para problemas renais e de grande importancia para os diabéticos.
E popularmente conhecida pelo uso de tratamento de infecgdes urinarias, através do uso
de folhas, casca, lenho e raizes tanto em banho quanto em beberagem (FERREIRA,
2008; OSTROSKY et al., 2008; ALBINA, 2012).

Atualmente as pouquissimas opgdes terapéuticas, devido ao aumento da resisténcia
bacteriana, fazem necesséria a pesquisa de novos agentes antimicrobianos provenientes
de extratos de plantas e outros produtos naturais para serem aplicados como produtos
farmacéuticos, principalmente no Brasil que oferece uma imensa biodiversidade (PUPO,
2007; OSTROSKY et al., 2008).

Com isso varias pesquisas vém sendo desenvolvidas e elaboradas no
descobrimento da atividade farmacolégica de novos agentes antimicrobianos para serem
aplicadas no combate a micro-organismos multirresistentes (GONCALVES et al., 2011;
SHAIK et al., 2014; OSTROSKY et al., 2008).

O surgimento de micro-organismos resistentes e de infecgdes oportunistas fatais
tendem a aumentar o uso irracional de antimicrobianos, tornando-os cada vez mais
resistentes com uma grande variedade de mecanismos (SANTOS, 2004; OSTROSKY, et
al., 2008: ALVES, 2008).

No presente trabalho foi proposto o estudo de uma possivel atividade
antibacteriana frente a cepas padrdes ATCC e isolados hospitalares multirresistentes
mais freqiientes no Brasil, apresentados no quadro 1 e tabela 1, tornando-se relevante o
presente estudo devido ao crescente aumento da resisténcia bacteriana e poucas opgdes
terapéuticas, de modo a contribuir a descoberta de novos farmacos com potencial

atividade antibacteriana.
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Sendo assim, objetivou-se com o presente trabalho identificar o potencial
antibacteriano da Bauhinia forficata e avaliar a menor concentragdo inibitéria em cepas-

padrio e isolada clinicos multirresistentes de origem hospitalar.

PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Trata-se de um estudo analitico experimental iz vitro que foi realizado no setor de
microbiologia do laboratério da Farmacia Escola no Centro Universitidrio Cesmac. As
bactérias utilizadas no teste foram obtidas da bacterioteca do setor de microbiologia
clinica do Centro de Patologia e Medicina Laboratorial da Universidade Estadual de
Ciéncias da Satde de Alagoas (CPML/UNCISAL) e as cepas-padrdo do Laboratério
Central de Alagoas (LACEN).

Preparacio do extrato etandlico

Para a descoberta do potencial antibacteriano foram utilizadas as folhas de
Bauhinia forficata (Moror6/Pata de Vaca) coletadas no municipio de Maceié-Alagoas.

As folhas foram secas a sombra em local aberto, posteriormente trituradas e
maceradas em etanol absoluto. Apés o processo de maceragdo, todos os materiais
vegetais obtidos foram submetidos a filtragdo e rotaevaporagdo visando a obtengdo do
extrato etandlico bruto. O extrato bruto etandlico foi cedido pela professora Dra.

Aldenir Feitosa dos Santos.

Atividades Antibacterianas

A atividade antibacteriana do extrato foi analisada pelo método de microdiluigio
em caldo. O inéculo foi preparado a uma concentragdo de 5 x 10° UFC/mL, a partir de
suspensdo 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), obtidas de coldnias frescas de bactérias
Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture Collection) 25923, Staphylococcus
saprophyticus ATCC 25352, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonasa aeruginosa ATCC 27853 e Proteus mirabilis ATCC 25933 que foram

as cepas-padrdo testadas.
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Isolados bacterianos de Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Escherichiacoli,
Pseudomonas aeruginosae e Acinetobacter baumannii com perfil de multirresisténcia obtidos
de amostras clinicas também foram analisadas. Os isolados clinicos multirresistentes de

origem hospitalar podem ser observados no quadro 1.

Quadro 1. Espécime e Perfil de Resisténcia dos isolados clinicos hospitalares.

Isolados Clinicos Espécime Resisténcia
Staphylococcus aureus 213 Abscesso MSSA
Staphylococcus aureus19 Secre¢do de Ferida MRSA
Enterobacter aerogenes 21 Liquor RPC
Pseudomonas aeruginosa 181 Urina MBL
Actnetobacter baumannii 203 Aspirado Traqueal -
Acinetobacter baumannii 382 Aspirado Traqueal MBL
Escherichia coli 193 Urina ESBL

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA — Staphylococcus aureussensivel a
meticilina;KPC —  Klebszellapneumoniaecarbapenemase; ESBL — Beta-lactamase de espectro

estendido; MBL — Metalo-beta-lactamase.

Cada cepa foi inoculada em solugdo fisiolégica de modo a se obter uma
concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL (0,5 McFarland), que foi diluida 1:20. Uma aliquota
(10 pL) desta suspensdo de bactéria foi transferida para cada um dos 96 pogos da
microplaca com 100 pL de caldo Miieller-Hinton para se obter 5 x 10° UFC/mL. Cem
microlitros da solugdo do extrato foram adicionados aos pogos em triplicata e incubados
a 837°C por 16 a 20 horas. A concentragdo final do extrato foi de 100 pg/mL em 1%
DMSO (Dimetilsultéxido). Os resultados foram analisados visualmente com auxilio de
reagente redox MTT (0,5 mg/mL) para observar crescimento bacteriano. Amicacina (5
mg/L) foi utilizada como controle positivo e de DMSO 1% como controle negativo,
além dos controles de crescimento e de esterilidade (FERREIRA et al, 2006;
SUFFREDINI, 2007).

O extrato bruto de mororé foi submetido a diluigdes seriadas na placa de
microdiluicdo, partindo-se da concentragio inicial de 100 pg/mL até 0,78125 pg/mlL,
pela transferéncia de 100pL do contetido ao pogo subseqiiente. Posteriormente, foram
inseridos 10 pL da suspensdo das bactérias em todos os pogos, exceto na coluna

correspondente ao controle de esterilidade. As placas foram incubadas em estuta a 37°C
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por 16 a 20 horas. A CIM (concentragdo inibitéria minima) correspondeu a tltima
dilui¢do na qual ndo foi verificada a presenga de crescimento bacteriano no meio de

cultura apés o perfodo de incubagido (FERREIRA et al., 2006; SUFFREDINI, 2007).

Analise estatistica

Os ensaios antimicrobianos dos extratos vegetais foram realizados em triplicata e
avaliados pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, visando comparar o
potencial antimicrobiano do extrato de Bahunia forficata com os diferentes
microorganismos testados. Os testes foram considerados significativos quando o valor

de p foi menor que 0,05 (SANTOS et al,, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos apresentados na tabela 1, o extrato bruto das folhas
de Bahuinia forficata, apresentou atividade antibacteriana na concentragdo inicial ja

padronizada na metodologia, com a menor CIM de 100 pg/mL.

Tabela 1. Atividade Antibacteriana do extrato das folhas de Bahuinia forficata.

Bactérias Analisadas Atividade antibacteriana do
Extrato
Acinetobacter baumannii 203 +

Staphylococcus aureus 19 (MRSA)

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus 213 (MSSA)
Enterobacter aerogenes 21 -
Pseudomonas aeruginosa 181 -
Escherichia coli 193 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 -
Staphylococcus saprophyticus ATCC 25352 -
Escherichia coli ATCC 25922 -
Pseudomonasa aeruginosa ATCC 27853 -
Proteus mirabilis ATCC 25933 -

+ |+ [+

A espécie Bauhinia forficata demonstrou atividade antibacteriana frente as
bactérias de origem hospitalar, entre elas um isolado clinico multirresistente MRSA.

Este isolado clinico, obtido de secreg¢do de ferida, apresentou sensibilidade apenas ao
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glicopeptideo teicoplanina. Um antimicrobiano utilizado para os casos graves de
infec¢do por MRSA, portanto, é de grande interesse a busca por novos tirmacos a partir
de produtos naturais.

A resisténcia aos antibiéticos se desenvolve como uma natural consequéncia da
habilidade da populagdo bacteriana de se adaptar. Os antibacterianos beta-lactamicos
tem seu mecanismo de acdo ligando-se a proteinas que participam da sintese da parede
celular, que sdo as PBPs (protefnas ligadoras de penicilina) impedindo a formacgdo da
parede celular e resultando assim em morte bacteriana (COSTA, 2014: GELATTI et al,,
2009: SANTOS, 2004).

O mecanismo de resisténcia a meticilina esta relacionado ao desenvolvimento de
uma PBP adicional que é a PBP2a que é funcional, mas ndo tem afinidade por
antimicrobianos beta-lactamicos que ¢ o caso da meticilina (GELATTTI et al., 2009:
COSTA, 2014).

Com relagdo aos estudos realizados anteriormente por outros autores sobre a
espécie Bauhinia forficata, a literatura ainda precaria, evidencia a necessidade e
importancia de se pesquisar sobre esta espécie, visto que alguns estudos j4 realizados
sobre Bauhinia forficata mostram os 6timos resultados dessa espécie como
antimicrobiano (ARIGONY, 2005; DUARTE, 2006).

Quando relacionada com efeito bactericida pesquisas mostram que o extrato da
casca de Bauhinia forficata ndo apresenta atividade pela técnica de microdiluigdo, porém
quando utilizado o extrato das folhas de Bauhinia forficata, na mesma técnica, confere
atividade bactericida, assim, podendo ser justificado pela quantidade de componentes
quimicos como os taninos presentes em maior quantidade na folha do que na casca
(ARIGONY, 2005: BORBA, 2006: ROCHA, 2012). Assim como o observado em nosso
trabalho, demonstrado pela agdo bacteriana das folhas em bactérias multirresistentes de
origem hospitalar.

A espécie Acinetobacter baumannii é um micro-organismo multirresistente
comumente associado a surtos e infec¢des nos cuidados de satide. A presenga de vérios
mecanismos de resisténcia aos antibidticos, juntamente com sua capacidade de regula-los
e de se adapta-los sob condigdes ambientais adversas, fez com que essa espécie,
atualmente, seja uma preocupagdo para a satde publica por falta de opgdes terapéuticas
(SILVEIRA, 2011; COELHO, 2012).

O isolado clinico utilizado na pesquisa apresentou resisténcia as quinolonas como

ciprofloxacina e levofloxacina e as cefalosporinas de 3° e 4° geragdes. Através da analise
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experimental fol demonstrado o potencial antibacteriano do extrato bruto das folhas de
Bauhinia forficata nessa espécie.

Enterecoccus faecalis sdo importantes causadores de infec¢des adquiridas tanto na
comunidade quanto em ambientes hospitalares, devido principalmente, a sua resisténcia
a agentes antimicrobianos. A resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de diversas
geragdes, a aquisi¢do de resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos e ao recente
aparecimento de resisténcia a vancomicina, apresentados por essa espécie fez dela um
dos patégenos multirresistentes envolvidos em infecgdes graves dificeis de tratar

(MENEZES, 2005; FURTADO, 2005).

CONCLUSAO

Ap6s realizagdo deste trabalho foi possivel evidenciar a constatagdo da atividade
antibacteriana do extrato etandlico bruto da folha de Bauhinia forficata Linn frente as
bactérias de origem hospitalar, Acinetobacter baumanni e Staphylococcus aureus; cepa-padrao,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 contribuindo para o desenvolvimento de novos farmacos

a partir de uma substéncia de origem natural.
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