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A Escherichia coli (E.coli) ¢ uma bacteria bacilar Gram-negativa presente na microbiota intestinal
humana, no entanto, diversos sorotipos estdo relacionados a doengas infecciosas intestinais e extra
intestinais, podendo apresentar fatores de viruléncia ligados a resisténcia contra antibidticos.
Neste contexto, o balsamo-de-tolu (BDT) surge como uma planta com potencial antibacteriano,
podendo representar uma fonte de moléculas antibacterianas. Assim, este trabalho buscou avaliar
a atividade anti-E. coli do BDT. Para isto, foram realizados os testes de difusio em Agar Mueller-
Hinton e a concentrag@o inibitoria minima (MIC) em placas de 96 pogos. Observou-se que a
planta testada ndo apresentou atividade antibacteriana sobre a E. coli. Portanto, sugere-se que a
resina do BDT néo apresenta atividade contra a bactéria em questdonas concentragdes testadas.
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INTRODUCTION

A Escherichia coli (E.coli) é uma bactéria bacilar gram-negativa
presente na microbiota humana, podendo atuar tanto de forma
comensal quanto patogénica. Como comensal habita principalmente a
microbiota intestinal e causa diversos beneficios, participando das
defesas naturais do intestino contra bactérias patogénicas e também
produzindo moléculas biologicamente importantes para o hospedeiro,
como a vitamina K; por outro lado, como agentes patogénicos,
diversos sorotipos estio relacionados com varias formas de infeccao e
intoxicacdo alimentar, frequentemente observada em casos de
gastroenterites que podem variar de leves a invasivos, onde a bactéria
tem acesso a corrente sanguinea, podendo causar infec¢do renal e
sepse (MUELLER et al., 2020). A viruléncia desta bactéria ¢ ligada
ao seu genoma e a capacidade de resistir e penetrar nas barreiras de
defesa do organismo, além de apresentar resisténcia bacteriana a
alguns antibioticos, que pode ser transmitida a outras bactérias através
de transferéncia plasmidial (MUELLER et al., 2020; SANTOS et al.,
2009). Levando em consideragdo os sinais clinicos do paciente e os
fatores de viruléncia presentes na E. coli, sdo classificados 5 sorotipos
relacionados a processos patologicos em humanos: E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. colienteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E.
coli enterohemorragica (EHEC) (MENG et al., 2012). Formas extra
intestinais de infec¢@o sdo resultantes do movimento dos

microrganismos para fora do trato gastrointestinal, ocorrendo
principalmente em infec¢des hospitalares. Dentre as doengas extra
intestinais mais comuns estdo as Infeccdes do trato urinario,
abdominal, pneumonia, meningite, dentre outras; ja as doengas
intestinais estdo relacionadas aos diferentes sorotipos ¢ a infec¢do
ocorre principalmente pela ingestdo de bactérias por via fecal oral,
proveniente de alimentos contaminados (MUELLER et al., 2020).
Um dos grandes problemas enfrentados no ambito hospitalar
ultimamente é a resisténcia antimicrobiana que as bactérias vém
adquirindo com o passar do tempo. O uso excessivo e inadequado de
antibidticos pode ser classificado como um dos motivos pelos quais
as bactérias vém adquirindo esta caracteristica. Ressalta-se que a E.
coli particularmente ¢ resistente a alguns antibidticos, como as
penicilinas. (ALLOCATI et al., 2013). Tendo em vista este problema
enfrentado nos dias atuais, muitas plantas com potenciais efeitos
terapéuticos tém sido indicadas como agentes antibacteriano, anti-
inflamatério e antioxidante, como é o caso do balsamo-de-Tolu
(Myroxylonbalsamum), que é uma planta de grande porte pertencente
ao grupo das leguminosas, encontrada principalmente na regido da
Amazonia e México. Esta espécie contém flores de cor esbranquicada
com frutos em vagem pequena. Diversas partes da planta podem ser
utilizadas para fins medicinais, tais como folhas, flores, cascas do
caule e frutos, no entanto, ¢ a resina, que contém o 6leo essencial, que
vem chamando a ateng@o da comunidade cientifica, por ser rica em
compostos quimicos ativos cujo potencial farmacologico, em sua
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grande maioria, ainda permanece por ser estudado (CARLOS et al.,
2013). Empiricamente o BDT ¢ largamente utilizada pela medicina
popular como antiespasmodico e para tratar diversos problemas de
saude, tais como cistite, uretrite, feridas cutineas, asma, bronquite,
dentre outros (PEREIRA et al., 2004; AVILA et al., 2013). Além
disso, por ser utilizado na industria alimenticia e farmacéutica,
apresenta alto indice de seguranga para estudos in vitro em animais
(MELO et al., 2015). Portanto, este trabalho buscou avaliar a
atividade anti-E. coli desta planta.

METODOLOGIA

Disco difusdo em dgar: A bactéria foi cedida pela bacterioteca da
Universidade CeumacampusSao Luis-MA, Brasil. O teste de difusdo
foi realizado em placas de Agar Mueller-Hinton. Para isto,
inicialmente foi feito cultivo bacteriologico em Agar Macconkey e
incubado por 24 horas a 37°C para crescimento da bactéria a ser
testada. Apos esse periodo, colonias bacterianas foram diluidas em
tampdo salino fosfatado (PBS) em placas de 96 pogos e padronizadas
em leitor de ELISA de acordo com a densidade optica da escala de
turbidez de McFarland, sendo padronizado o valor de 0,5 D.O. Em
seguida, em uma placa de Agar Mueller-Hinton, foram feitos pogos
para testar diferentes concentracdes da resina, sendo testadas as doses
de 100mg/ml e 200mg/ml.

Concentragdo Inibitéria Minima: A concentragdo inibitoria minima
(CIM) foi performada através da diluigdo seriada de diferentes
concentracdes da droga em placas de 96 pogos pela técnica de
microdiluicdo em meio de cultivo liquido. Para isto, adicionou-se
150ul do caldo Mueller-Hinton nos pogos, em seguida, 50ul do
composto com concentragdo de 200mg/ml, entdo foi realizada a série
de dilui¢des até Omg/ml. Em seguida foram adicionados 10ul da
solucdo bacteriana na mesma D.O testada anteriormente em todos os
pocos e a placa foi incubada por 24 horas a 37°C. No dia seguinte foi
pipetado em cada poco 30uL do indicador de oOxido-reducdo
resazurina sodica diluida a 0,3% em agua destilada; a placa foi
novamente incubada por 40 minutos e a mudanga da cor do corante
de roxo para rosa foi utilizada como indicativo de crescimento
bacteriano.

RESULTADOS

Disco difusio em dgar: No procedimento de difusdo em Agar,
também conhecido por difusdo em placa (Elissa A., et al., 2008), a
bactéria Escherichia coli foi desafiada contra uma droga (BDT) em
meio de cultura solido (Agar Mueller-Hinton). Esperava-se que
houvesse modulagdo do crescimento e ocorresse a formagao do halo
de inibi¢do na placa, sendo entdo constatado o efeito antibacteriano
do balsamo-de-tolu sobre a E. coli. No entanto, foi observado que a
concentracdo da droga testada ndo foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano contra a E. coli, como mostra a Figural.

Figura 1. DISCO DIFUSAO EM AGAR. Placa de Agar Mueller-Hinton
com pocos feitos no meio de cultura com auxilio de canudos de plastico
estéril, contendo as seguintes concentracdes do Balsamo de tolu:
100mg/ml e 200mg/ml. Nio houve formacio do halo de inibicio
bacteriana

Concentrag¢do Inibitoria Minima: Para confirmar o resultado
anterior, foi realizada a CIM em placas de 96 pocos. Este teste visa
constatar a menor concentragdo da droga que ¢ capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Corroborando com os resultados anteriores,
neste teste as concentreagdes do BDT também ndo foram capazes de
inibir o crescimento da E coli, como mostra a Figura 2.
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Figura 2. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC). Houve
crescimento bacteriano em todos os pogos, evidenciado pela mudanga na
cor do corante utilizado, de roxa para rosa, resultado do metabolismo das
bactérias vivas

DISCUSSAO

A resina do balsamo de tolu é composta principalmente de
substancias insoluveis em agua e diversos desses compostos ja foram
identificados, tais como o cinamaldeido e acidos cinamicos,
substancias amplamente relatadas na literatura por suas propriedades
terapéuticas ja testadas, apresentando efeitos antimicrobianos, anti-
inflamatdrios ¢ antioxidantes (MENDES et al., 2016; RUWIZHI and
ADERIBIGBE et al., 2020). Com o aumento de novas doengas,
muitas delas causadas por bacterias, novos testes e estudos vém sendo
relizados com a finalidade de descobrir tratamentos eficientes contra
essas patologias. Nesse contexto a a bactériaE.coli representa um
importante patdgeno, uma vez que apresenta uma grande plasticidade
genética, podendo adquirir e transmitir novos fatores de resisténcia e
viruléncia. Por mais que possa viver de forma comensal nos seres
humanos, estd bactéria pode causar diversos tipos de infecgdes
intestinais, invasivas e ndo invasivas, além de também estar
relacionada com quadros de sepse, uma doenga que apresenta alta
taxa de mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
(HERON, 2013). Nos testes realizados neste trabalho néo foi possivel
observar atividade antibacteriana do BDT, no entanto, diversos
fatores devem ser observados para uma melhor conclusdo desses
achados, tais como as concentragdes testadas e as caracteristica fisico-
quimicas da resina, sendo um composto de dificil diluicdo em solucio
salina ou PBS, mesmo com a adi¢do de dimetilsulfoxido (DMSO).
Isso resulta em pouca difusdo da droga no caldo de cultivo, o que
pode ter interferido na atividade dos compostos quimicos. Uma
alternativa para este viés ¢ a testagem de fragdes da droga, extraidas
através da acgdo de diferentes solventes. Os achados deste artigo sdo
descritos pela primeira vez na literatura, portanto, ndo existem
trabalhos semelhantes do BDT com a bactéria aqui testada, sendo
necessarios diversos outros estudos para constatar ou refutar as
informagdes aqui publicadas.

CONCLUSAO

Sendo assim, com base nos estudos realizados, observou-se que a
resina do balsamo-de-tolu ndo apresentou atividade antibacteriana
sobre a Escherichia Coli nas concentragdes variando entre 0 e
200mg/ml. Os dados foram confirmados através dos testes realizados
em difusio em Agar e MIC. No entanto, novos estudos com novas
concentragdes e novas metodologias sdo necessarios para comprovar
esses dados. Além disso, fragdes especificas da droga podem
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apresentar melhores resultados, uma vez que se trata de uma resina
ndo soluvel em solugdes salinas, difucultanto a difusdo e o teste de
MIC.
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