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RESUMO

A resisténcia bacteriana ¢ um grande problema de satide publica, por isso, torna-se necessario obter
novas alternativas de tratamento. A pesquisa com plantas medicinais ¢ uma estratégia importante para
a descoberta de agentes terap€uticos. A Bixa orellana ¢ uma espécie vegetal amplamente utilizada pela
populacdo para fins de culinaria e medicinais. O objetivo deste estudo € verificar o potencial
antimicrobiano do extrato hidroalcodlico das sementes de Bixa orellana frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus; determinar a CIM e avaliar a interagdo do
extrato com antimicrobianos de uso clinico. A determinacao da atividade antimicrobiana bem como da
CIM foi realizada através do método de REMA e a avaliacdo da interagdo do extrato com
antimicrobianos de uso clinico através da técnica de difusdo em meio sé6lido utilizando discos de papel.
A CIM do extrato hidroalcoolico das sementes de Bixa orellana nas diferentes cepas variou de 7,8 a
1000pg/mL. Observou-se uma tendéncia de sinergismo da combinagdo do extrato com os
antimicrobianos testados. Conclui-se assim que os resultados apontam a Bixa orellana como uma
planta promissora para o desenvolvimento de novos produtos com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Bixa orellana, Microrganismos, Antimicrobianos,
Sinergismo.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana desenvolvida pelos microrganismos ¢ caracterizada como um
fendmeno biologicamente normal que confere aos mesmos capacidade de adaptagdo, crescimento e
multiplicagdo em situacdes adversas as quais, normalmente, os destruiriam (1).

A resisténcia bacteriana anteriormente considerada de ocorréncia apenas do meio hospitalar,
tornou-se um fendmeno muito mais abrangente, atingindo diversos ambientes (2,3,4) e representa
grave problema de saude publica. Segundo dados da OMS (organizagdo Mundial da Satde) e da
(OPAS) Organizagao Pan-Americana da Satde, dentre as bactérias mais avaliadas quanto a resisténcia
frente aos antimicrobianos destacam-se Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, assinaladas como importantes causas de morbimortalidade (5).

Devido a acentuada resisténcia bacteriana aos antimicrobianos torna-se necessario obter novas
alternativas para o tratamento de doengas infecciosas (6). O desenvolvimento de pesquisa com plantas
medicinais vem sendo um indicativo para descoberta de eficientes agentes terapéuticos na obtengao de
novos farmacos com eficacia satisfatoria e com menos efeitos indesejaveis. O uso de extratos para a
modulacdo da resisténcia bacteriana a antimicrobianos tem sido estudado, obtendo-se resultados
promissores (7).

A biodiversidade vegetal contribui para o fornecimento de substancias uteis ao tratamento de
doencas que acometem os seres humanos. Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas
apresentam propriedades terapéuticas com variedade e complexidade (8). Esta observacdo desperta o
interesse no estudo para a busca e desenvolvimento de novos fairmacos a partir de plantas medicinais
(9). A Bixa orellana (urucum), uma planta nativa do Brasil e de outras regides tropicais do planeta,
pertencente a familia botanica Bixaceae, ¢ uma planta lenhosa conhecida no Brasil como urucum,
urucu ou agafrdo (10). A semente de urucum contém componentes como celulose, sacarose, oleos,
fragrancias alfa e beta caroteno. Essa planta tem sido empregada na medicina tradicional, como
expectorante, laxativa, estomadtica, anti-hemorragica, cicatrizante, antipirético, analgésico e anti-
inflamatério (11). Diversos estudos tém apontado diferentes atividades farmacologicas para esta
planta, dentre elas: hipocolesterolémico (12) hipoglicemiante, antimicrobiana e antioxidante (13).

Por apresentar diferentes tipos de metabolitos secunddrios, a Bixa orellana pode interagir com
antimicrobianos de uso clinico, agindo sinergicamente melhorando o potencial do farmaco. Essa
estratégia ¢ consequéncia de um mecanismo no qual, dois diferentes compostos sdo combinados para
aumentar suas atividades individuais, e tem servido de inspiragdo para novas pesquisas voltadas para
a descoberta de moléculas que tem como finalidade atuar nos mecanismos de resisténcia bacteriana,
minimizando-os (14).
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Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcoolico de Bixa orellana, frente a cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus e descrever a interacdo desse extrato com antimicrobianos de uso clinico.

2 METODOLOGIA
2.1 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato hidroalcodlico das sementes de Bixa orellana obtido do Laboratorio Harmonize
(Ipatinga, Minas Gerais, Brasil) foi filtrado, submetido a rotaevaporacdo a 50°C e liofilizado. O
material gerado foi acondicionado em frasco &mbar a 4°C até 0 momento de uso, e posteriormente
pesado e utilizado para o preparo de solucéo estoque a Img/mL em dimetilsulfoxido (DMSO - Synth,

Sédo Paulo, Brasil) 5%, sendo utilizada, imediatamente, nos testes biologicos.

2.2 TRIAGEM FITOQUIMICA

Os testes fitoquimicos qualitativos basearam-se em métodos colorimétricos e foram conduzidos
da seguinte forma: os esterdides e triterpendides foram pesquisados usando o teste de Lieberman-
Burchard, os flavonoides foram rastreados pelo teste de Shinoda, os taninos foram identificados
observando-se a formagao de precipitados azuis ap6s adicao de FeCls e as saponinas e alcaldides foram

pesquisadas utilizando o teste de Drangendorff (15).

2.3 OBTENCAO E CULTIVO DOS MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

Os microrganismos foram obtidos do Laboratorio de Microbiologia da Universidade Vale do
Rio Doce (UNIVALE), identificados como S1-S5 (linhagens de Staphylococcus aureus, isolados de
ponta de catéter), E1-E5 (linhagens de Escherichia coli uropatogénicas) e P1-P5 (linhagens de
Pseudomonas aeruginosa, isoladas de secrecdo traqueal), foram submetidas a identificagdo com o
sistema automatizado Vitek 2.0 (version R04.02, bioMérieux), seguindo as instrugdes do fabricante.
Todas as linhagens foram mantidas congeladas a -20 °C em caldo BHI (Difco, Becton Dikinson, USA)
adicionado de 10% de glicerina. Para ativacdo dos cultivos, aliquotas do cultivo congelado foram
transferidas para o caldo BHI suplementado com 5% de sacarose, e incubadas a 35 + 2 °C. Apds 24
horas, as culturas contendo as bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Nutriente
(Difco, Becton Dikinson, USA) e colocadas em estufa a 37°C por 48 horas. Apos visualizagdo do

crescimento, colonias das bactérias foram selecionadas e transferidas para o caldo BHI.
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2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC)

A CIM do extrato hidroalcoolico das sementes de Bixa orellana foi determinada em
microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca) de 96 pocos estéreis conforme descrito
anteriormente pelo nosso grupo (16). Resumidamente, as culturas bacterianas foram preparadas em
caldo BHI na escala 0,5 de McFarland, sendo 100uL dispensados nos pogos. Na sequéncia, foram
adicionados 100uL do extrato hidroalcoolico das sementes de Bixa orellana que foi diluido em série.
As concentracOes testadas variaram de 1mg/mL a 7,8ug/mL. As placas foram entdo incubadas em
estufa bacterioldgica a 35 + 2 °C por toda a noite. Ap0s este tempo, em cada poco, foram adicionados
10puL da solugdo de resazurina (Sigma-Aldrich Missouri, EUA) previamente diluida em agua destilada
estéril na concentracdo final de 0,001mg/mL, sendo as placas reincubadas nas condi¢des anteriores por
30 minutos. A CIM foi estabelecida como a menor concentracdo em que a coloracdo de resazurina
manteve-se inalterada (sem modificacdo da cor azul para rosa). Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas indepedentes.

2.5 AVALIACAO DA INTERACAO DO EXTRATO DE BIXA ORELLANA COM FARMACOS
ANTIMICROBIANOS

A possivel interferéncia do extrato de Bixa orellana com farmacos antimicrobianos foi avaliada
utilizando o método de disco difusdo em agar (17) com modificacbes (18). Placas de Petri foram
preparadas com Agar Mueller-Hinton (Difco, Becton Dikinson, USA) nas quais foram semeadas as
suspensdes bacterianas na escala 0,5 de McFarland. Os seguintes discos antimicrobianos foram
utilizados: amoxicilina 500mg, ampicilina 500mg, norfloxacino 500mg, ciprofloxacino 500mg,
nitrofurantoina 100mg, (todos da CEFAR, Sao Paulo, Brasil). Resumidamente, 10uL do extrato de
Bixa orellana na concentragdo de 1000 pg/mL foram dispensados em cada disco. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 35 = 2 °C por 24horas, e 0 diametro médio da zona de inibicdo
foi medido e comparado com o controle das placas (discos livres de extrato). O sinergismo ou
antagonismo foram considerados se a inibi¢do do diametro médio da zona de inibicéo era pelo menos
2mm maior ou 2 mm mais curto que o controle, respectivamente. Todos 0s experimentos foram

realizados em duplicatas indepedentes.

3 RESULTADOS
Os testes fitoquimicos qualitativos realizados evidenciaram a presenc¢a de flavonoides, taninos,

saponinas e alcaldides conforme a Tabela O1.

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v. 6, n. 4, p. 14954-14965, 2024 14958

‘



Revista

ARACE

ISSN: 2358-2472

Tabela 01: Resultado da andlise qualitativa do ensaio fitoquimico do extrato de semente de urucum (Bixa orellana)

Metabdlitos analisados Resultados
Esteroides/triterpenodides -
Flavonoides +
Taninos +
Saponinas +
Alcaloides +

(+) presenga do composto quimico, (-) auséncia do composto quimico. Fonte (Os autores)

Os dados obtidos na avaliagdo da atividade antimicrobiana de B. orellana encontram-se

representados na Tabela 2.

Tabela 02: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico das sementes de Bixa orellana, expressos em
pg/mL, frente a isolados clinicos.

CEPAS
P1 P2 P3 P4 PS5
<78 <78 >1000 <78 <78
S1 S2 S3 S4 S5
CIM (png/mL) 125 125 125 125 125
El E2 E3 E4 E5
>1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Concentracdes testadas variaram entre 7, 8 a 1000 ug/mL. Fonte (Os autores)

Os resultados referentes a sensibilidade das cepas bacterianas frente a acdo de antimicrobianos

estdo representados na Tabela 03.

Tabela 03: Avaliacdo da interacdo do extrato de Bixa orellana com farmacos antimicrobianos

Cepas Nor Nor+E Amp Cip Cip+E Amo | Amo+E | Nit Nit+E
St [15+42] 1B [27+42 18 £0 ﬁ 27+42 18£0

S2 | 18+0 | DUEME | 11+738 180 | DS i;i 1840 | 18%0
$3 | 15+42| [TRENG igé 21+42 | DEEE i?ﬂ; 145; 16+ 5.0
S4 [ 12+0 | 1240 | 2440 1240 | 1240 | 24+0 | DINEER | 18+0 | IS |
S5 g? 16428 3(1”25 1547 | IREG8 | 24+8,5 | BOEBE 145; 16£5,0
ATSCC 09+42 | [2E0E | 18+8,5 1285 B0 | 24=0 | B7EAR 182; 19+£7,0
Cepas Nor Nor+E | Amp Cip Cip+E Amo | Amo+E N’it Nit+E
Pl | 15+42 | I | 36+8,5| 3685 | 18+0 | 143 | 36+8.5 | BO=42 049; 09 +4,2
P2 [ 12485 300 | BORESH | 1= 1.4 | 12585 27242 | 27242 | 120 | 13270
P3 | 18+85 ' 27+4) | DEEEDI | 15+42 | 16228 | 274, | EEER ig? 12£85
P4 |15+42|16%£2,8| 30+0 | B0O£0 | 15+42 | 16£2,8| 27+4,2 | 3704 145; 14+2,8
Ps | 120 | 1220 | 2742 | 08228 | 120 | 14850 | 30=0 | BOE | 12+0 | 14505
ATPCC 21442 | M | 1542 TRE0 | 24=0 | IEEEOM| 1542 | iS00 049; 16428
Cepas Nor Nor+E Amp | Amp+E Cip Cip+E Amo | Amo+E N,it Nit+E
El ﬁ; PR | 24+0 | BOEER | 24+0 i 24+0 | 25214 007; 10£5,7
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E2 3040 [31£1,0| 24+0 | 2420 |27+42| 3020 | 24+0 | BOEEEE 039; 09 +3,5

E3 |21+42| 22228 06+4,.2 | 0909243 | 21+4.2 | B3E2 | 06+4,2 | T0E5:7 | 060 | 07 =14

B4 | 27+42| 27943 | 21+42 | B5EEE gj; 50958 | 21+ 42 | BIEAB 028; 09442
E5s | 21+42 | B9 | 24+0 | D300 | 1542 | BOMBE | 24-0 | DAL0 | 06+ 0| NS
ATECC 24+0 | 25£7,0| 24+0 24+£0 |21 +42|22+£38| 24+0 24+0 | 060 | 10=1,0

Nor: Norfloxacino; Amp: Ampicilina; Cip: Ciprofloxacino; Amo: Amoxicilina; Nit: Nitrofurantoina; E: Extrato;
Sinergismo; ‘), Indiferente. Valores apresentados em média + desvio padrdo. Fonte (Os autores)

4 DISCUSSAO

Por meio das andlises fitoquimicas obtém-se informacdes relevantes sobre a presenga de
metabolitos secundarios na planta, isso € importante, pois, conferem protegao a mesma contra ataques
de insetos e herbivoros, radiagao ultravioleta e doengas. Além disso, oferecem beneficios a saude
humana, pois apresentam atividades bioldgicas (19).

A presenca dos metabolitos secundarios pode ser confirmada através de técnicas convencionais
como cromatografia de camada delgada e espectroscopia, porém a utilizagdo de técnicas hifenadas
que refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas analiticas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a cromatografia gasosa, traz informagdes adicionais sobre a estrutura quimica dos
componentes da amostra, funcionando como detectores, com o intuito de obter uma ferramenta de
analise mais eficiente e rapida do que as técnicas convencionais (20).

De acordo com a tabela 01, apesar de ndo se ter detectado a presenga de esterdides, estudo
anterior identificou esse metabolito em sementes de urucum (21). Justifica-se esta diferenca na
concentracdo dos metabolitos secundarios que, apesar de ser controlada geneticamente, pode existir
variagdes nos tecidos vegetais em consequéncia da idade e do tamanho da planta, da parte coletada,
local de coleta, sazonalidade (22), fatores ambientais bem como interagdes com insetos e predadores
(23).

Como ja citada anteriormente a resisténcia bacteriana gera uma sobrecarga para os sistemas de
satide colocando em risco a seguran¢ca do paciente, pois prolonga o tempo de internagdo e
consequentemente os custos com tratamento, podendo ser causa de morbidade e mortalidade (24).
Sendo assim nosso estudo visa avaliar a presenga de metabolitos secundarios que possuem atividade
antimicrobiana na B. orellana que possam de certa maneira apresentar acdo sinérgica e/ou
potencializarem a acdo dos antimicrobianos utilizados na clinica, planta esta utilizada para fins
culindrios e etnobotanicos.

O perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos ao extrato hidroalcoolico de B. orellana

variou entre os isolados de diferentes espécies e até mesmo na mesma espécie. Este dado pode ser
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justificado pela variabilidade genética de cada cepa, conforme descrito por alguns autores (25) ao
relatar que a variabilidade genética entre isolados da mesma espécie tem sido apontada como um dos
fatores determinantes para as variagdes no perfil de suscetibilidade. Neste estudo optou-se pela
utilizacdo de isolados clinicos para se fazer essa avaliagdo, pois 0s mesmos correspondem as cepas
circulantes na comunidade, ao invés de se utilizar cepas ATCC que sdo adquiridas comercialmente.
Um estudo onde se fez a analise da produgdo de biofilme por isolados clinicos de P. a de pacientes
com pneumonia associada a ventilagdo mecanica demonstrou que a maior detec¢ao da producao de
biofilmes foi por isolados clinicos em comparagao com cepas ATCC utilizadas (26). Estudos anteriores
publicados pelo nosso grupo t€ém avaliado com sucesso os efeitos de plantas medicinais sobre esses
isolados clinicos.

As cepas de P. aeruginosa apresentaram maior sensibilidade ao extrato das sementes de B.
orellana, quando comparadas a (S. aureus e E. coli). Embora E. coli sendo Gram negativa nao
apresentasse sensibilidade, isso possivelmente pode ser em relacdo as caracteristicas desse grupo de
bactéria, por apresentar dupla membrana formando um envelope complexo, sendo responsavel pela
menor sensibilidade deste microorganismo frente ao extrato vegetal, que dificulta a entrada de agentes
antimicrobianos ou pelas concentragdes utilizadas do extrato (27).

Outro estudo sobre a atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria de produtos naturais sobre
patogenos respiratorios demonstrou através do método de microdiluigao que o extrato hidroalcodlico
de B. orellana apresenta atividade frente a todos os patdgenos testados incluindo P. aeruginosa e S.
aureus, com taxas de redug@o de 95% sob o biofilme formado por P. aeruginosa e de 93% sob o biofilme
formado por S. aureus ambos na concentragao de 64 mg/ml (28).

A avaliagdo da intera¢dao do extrato hidroalcodlico da semente de Bixa orellana se deu através
da medida dos halos pela da técnica de difusdo em meio sélido utilizando discos de papel filtro.

O estudo para avaliar a interagdo do extrato de B. orellana com farmacos antimicrobianos de
uso clinico se faz necessario uma vez que, as plantas medicinais sdo utilizadas pela populacdo em
geral, porém sem nehuma comprovagado de suas atividades farmacoldgicas. O uso da combinacao do
extrato de plantas com antimicrobianos pode promover uma reducdo da dose minima necessaria para
a eficicia dos antimicrobianos, isso € interessante, pois pode reduzir a chance de efeitos colaterais,
bem como reduzir o custo dos tratamentos. Por isso, este estudo representa uma alternativa terapéutica
no combate de bactérias multirresistentes emergentes (29) .

Um estudo semelhante ao nosso, avaliou a interacdo do extrato hidroalcoolico de B. orellana
com anticmicrobianos e observou que a presenca de atividade do extrato frente a bactéria Gram

positivas (S. aureus) e auséncia de atividade frente as bactérias Gram negativas (E. coli e P. aeruginosa)

~
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onde relatam maior sensibilidade do primeiro frente aos metabolitos vegetais corroborando com nosso
estudo (30).

Os testes realizados mostraram que S. aureus apresentou-se mais sensivel quando usado os
antimicrobianos ampicilina e amoxicilina em conjunto com o extrato sendo indentificados halos de
inibicao que oscilaram entrel2 e 36 mm, e menos sensivel frente E. Coli.

Esses antimicrobianos foram escolhidos pois sao frequentemente utilizados na clinica médica,
o uso repetido e inadequado dos mesmos ¢ a principal causa do aumento das bactérias resistentes (31).
Norfloxacino e Ciprofloxacino pertencem a classe das quinolonas de 2* geragao, sao utilizadas em
infecgdo urinaria ( cistite e pielonefrite) e prostatite; ampicilina e amoxicilina pertencem a classe dos
B- Lactamicos sendo ampicilina, utilizada no tratamento de bronquites, endocardites, gonorreia,
meningites, pneumonia, a amoxicilina utilizada no tratamento de uma série de infecgdes bacterianas
das vias respiratorias e também como parte do esquema de tratamento contra infecgdes causadas pela
famosa bactéria H.pylor. Nitrofurantoina classe dos nitrofuranos ¢ utilizada no tratamento de infec¢ao
urindria.

O extrato hidroalcodlico de Bixa orellana apresenta efeito sinérgico, sendo justificado pelos
diversos metabdlitos secundarios produzidos pela planta e ja descrito neste trabalho, que quando
isolados ou em conjunto apresentou perfil de inibicao de crescimento (32).

As sementes de Bixa orellana é muito utilizada na culinaria e para fins dermatoldgicos, por
isso é necessario uma observacdo pois quando utilizada em associacdo com antimicrobianos de uso

clinico pode potencializar o efeito dos mesmos.

5 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo, o extrato hidroalcdolico das sementes de Bixa
orellana apresenta atividade antimicrobiana sobre os isolados clinicos, além disso interage com
antimicrobianos de uso clinico causando efeito sinérgico melhorando assim a atividade desses
antimicrobianos. Esses dados juntos apontam a Bixa orellana como uma planta promissora para o
desenvolvimento de novos produtos com atividade antimicrobiana, porém o uso concomitante de
produtos vegetais e medicamentos convencionais merece um olhar muito cuidadoso, visto que a

possibilidade de interferir no tratamento de doengas de etiologia bacteriana.
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