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Resumo

O uso indiscriminado de antibidtico traz consigo varios problemas relacionados a farmacoterapia, um destes
problemas é a resisténcia bacteriana ao farmaco. Diante disto o presente trabalho teve o objetivo geral do estudo foi
analisar a atividade antibacteriana do extrato bruto da flor de Pequi (Caryocar brasiliense), fruto None (Morinda
citrifolia), folha da Graviola (Annona muricata) e folha da Amora (Morus nigra) frente a cepas de bactérias de
importancia clinica. A atividade antimicrobiana foi analisada em teste in vitro, frente as pelo método de difusdo em
&gar com a técnica de pocgos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo teste one-way ANOVA e o teste de Dunnett. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Os resultados demonstraram que o extrato de Caryocar brasiliense apresentou atividade antimicrobiana
frente as cepas Stahylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudmonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, com halos
de suscetibilidade de 30mm, 33mm, 33mm e 34mm respectivamente. A sensibilidade de S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa ao extrato de Morinda citrifolia foram de 22mm, 8mm e 8mm. Portanto, O extrato bruto de Caryocar
brasiliense apresentou atividade antimicrobiana sobre as S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae o de
Morinda citrifolia foi efetivo em inibir o crescimento de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Pequi; Amora; Graviola; None.

Abstract

The indiscriminate use of antibiotics brings with it several problems related to pharmacotherapy, one of these
problems is bacterial resistance to the drug. Therefore, the present work had the general objective of the study was to
analyze the antibacterial activity of the crude extract of Pequi flower (Caryocar brasiliense), None fruit (Morinda
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citrifolia), Graviola leaf (Annona muricata) and Blackberry leaf (Morus nigra) against clinically important bacterial
strains. The antimicrobial activity was analyzed in an in vitro test, compared to the agar diffusion method with the
well technique. All experiments were performed in triplicate. The results were statistically analyzed using the one-
way ANOVA test and Dunnett's test. p values < 0.05 were considered significant. The results showed that the extract
of Caryocar brasiliense showed antimicrobial activity against the strains Stahylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudmonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae, with susceptibility halos of 30mm, 33mm, 33mm and 34mm
respectively. The sensitivity of S. aureus, E. coli, P. aeruginosa to Morinda citrifolia extract were 22mm, 8mm and
8mm. Therefore, the crude extract of Caryocar brasiliense showed antimicrobial activity against S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa and K. pneumoniae, and Morinda citrifolia was effective in inhibiting the growth of S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa.

Keywords: Antimicrobial; Pequi; Blackberry; Graviola; None.

Resumen

El uso indiscriminado de antibi6ticos trae consigo varios problemas relacionados con la farmacoterapia, uno de estos
problemas es la resistencia bacteriana al farmaco. Por tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo general de estudio
analizar la actividad antibacteriana del extracto crudo de flor de Pequi (Caryocar brasiliense), frutos de naranjo
(Morinda citrifolia), hoja de Graviola (Annona muricata) y hoja de Mora (Morus nigra) frente a cepas bacterianas
clinicamente importantes. La actividad antimicrobiana se analizé en una prueba in vitro, en comparacién con el
método de difusidn en agar con la técnica de pozo. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los
resultados se analizaron estadisticamente utilizando la prueba ANOVA de una via y la prueba de Dunnett. Se
consideraron significativos los valores de p < 0,05. Los resultados mostraron que el extracto de Caryocar brasiliense
mostré actividad antimicrobiana contra las cepas Stahylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudmonas aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae, con halos de susceptibilidad de 30mm, 33mm, 33mm y 34mm respectivamente. La
sensibilidad de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa al extracto de Morinda citrifolia fue de 22 mm, 8 mmy 8 mm. Por lo
tanto, el extracto crudo de Caryocar brasiliense mostré actividad antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa y K. pneumoniae, y Morinda citrifolia fue eficaz en la inhibicion del crecimiento de S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa.

Palabras clave: Antimicrobiano; Pequi; Mora; Graviola; Ninguna.

1. Introducéo

Desde os primdrdios da civilizacdo a humanidade utiliza determinadas plantas para combater suas enfermidades
como uma das principais formas de inibir a evolugdo das doencas e também desempenhando papel significativo na manutencéo
da salde humana e melhoria na qualidade de vida (Haque, et al., 2014). As bactérias sdo uns dos seres mais antigos da terra e
convivemos com elas todos os dias. A sua descoberta ocorreu no século dezesseis pelo holandés Lewenhoek, mas apenas no
século XIX, Louis Pasteur, descobriu o poder que a bactéria tem, através dos seus experimentos. Sendo o ponto principal
ocorreu em 1928 com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming e depois comercializada nos anos 40, utilizada para
combater bactérias (Guimardes et al., 2010).

As plantas medicinais, que sdo utilizadas a varias geragbes como tratamentos terapéutica, estes sdo utilizados
desde a antiguidade através de suas proprias experiéncias e da observacdo das plantas em animais aqui temos duas informacdes
redudantes. Todas as partes das plantas, como: a raiz, o caule, a folha e o fruto podem fornecer substancias ativas que poderdo
ser empregadas na obtencdo de medicamento (Cunha, 2016). Estas substancias, sdo usadas com acao antimicrobiana contra um
grande nimero de microrganismos incluindo, espécies resistentes a antibidticos e antifungicos (Monteiro, et al., 2021).

Os compostos advindos das plantas medicinais sdo apropriados para inibir o desenvolvimento de patdgenos ou
maté-los, além de apresentar toxicidade minima para as células hospedeiras sdo consideradas candidatas para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos (Askari, et al., 2012). As ciéncias envolvidas na pesquisa de fitoterapicos, como a
boténica, farmacologia e a fitoquimica séo e responsaveis pelos fundamentos tedricos e testes cientificos relativos ao uso das

plantas medicinais na cultura popular (Arnous et al., 2005).
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O uso indiscriminado de antibi6tico traz consigo varios problemas relacionados a farmacoterapia, um destes
problemas € a resisténcia bacteriana ao farmaco. Dessa maneira, verifica-se que devido a potencial pratica da automedicacao,
considerada hoje como um problema de satde publica, tem contribuido para a resisténcia (Scarcela et al., 2011)

O objetivo geral do estudo foi analisar a atividade antibacteriana do extrato bruto da flor de Pequi (Caryocar
brasiliense), fruto None (Morinda citrifolia), folha da Graviola (Annona muricata) e folha da Amora (Morus nigra) sobre
cepas bacterianos de importancia clinica. E especificamente avaliar atividade antibacteriana da Flor do Pequi, do fruto do
Nome, da folha da graviola e da folha da amora sobre cepas de Staphylococcus aureus, Klebissiela pneumoniae, Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa além de, verificar em quais cepas apresentou melhor atividade.

2. Metodologia
2.1 Tipo de Estudo

Tratou-se de um estudo experimental, de natureza aplicada, de caréter explicativo com abordagem quantitativa.
Nos métodos quantitativos geram conjuntos de dados que podem ser analisados por meio de técnicas matemaéticas, como
percentual, estatisticas e probabilidades, métodos numéricos, métodos analiticos e a geracdo de equagdes e / ou formulas
matematicas apliciveis a qualquer processo (Sousa, et al., 2021a; Sousa, et al., 2021b; De Oliveira, et al., 2020).

A pesquisa foi realizada no laborat6rio de microbiologia e imunologia de uma Instituicdo Privada de Ensino de
Teresina-Pl. Como amostra do estudo de extratos brutos obtidos da Flor do Pequi, Fruto da Nome, Folha da Graviola e Folha

da Amora, obtidos na localidade sitio Sdo Joaquim a 25 km de Teresina-Piaui.

2.2 Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos no Laborat6rio de Quimica da Faculdade Integral Diferencial (FACID), seguindo as
orientacOes recomendadas pela Farmacopeia Brasileira (2010). Apds coleta da flor de Pequi (Caryocar brasiliense), fruto None
( Morinda citrifolia), folha da Graviola (Annona muricata) e folha da Amora (Morus nigra) foram posta para secagem a
sombra, sendo exposta ao ambiente por 4 horas diarias. Na trituragdo dos vegetais foram realizadas em moinho de facas até a
condigdo de pd. Ao po foi adicionado solvente metanol que ficou em repouso por 21 dias com agitacdo diéria por 30 minutos.

Apos esse periodo, o material foi filtrado e posto em evaporador rotativo a 40°C para retirada de todo o solvente.

2.3 Amostras Microbianas
Manutencéo das cepas bacterianas

As cepas bacterianas foram mantidas em repiques sucessivos em meio de cultura agar eosina azul de metileno
(EMB) até utilizacao nos testes de suscetibilidade. Foram utilizadas cepas da American Type Culture Colletion (ATCC) para o
controle de qualidade dos trabalhos com bactérias. Nesse trabalho serdo utilizadas cepas de K. pneumoniae ATCC 7853, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 1705 e S. aures ATCC 25923 adquiridas comercialmente. Essas cepas estavam liofilizadas
e antes dos testes foram hidratadas em soro fisioldgico e mantidas em repouso por 1 h. Apos esse tempo, elas foram semeadas
em placas de Petri com &gar eosina azul de metileno. As placas foram incubadas em estufa BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) por 48 h. A manutengdo dessa cepa antes da realizacdo dos testes de suscetibilidade foi também realizada em meio

de cultura eosina azul de metileno, como descrito para as outras bactérias.

2.4 Preparo dos meios de cultura para os testes de suscetibilidade
As placas para os testes de suscetibilidade foram formadas de duas camadas. Para a formagdo da primeira,

composta de agar-agar foram utilizados 10,6 gramas do &gar diluidos em 300 ml de agua destilada, conforme recomendacéo do
3
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fabricante, essa mistura foi agitada suavemente e levada ao bico de Bunsen até dissolucdo total do meio de cultura. Aliquotas
de 15 ml desse meio foram postas em tubos de ensaio e esterilizadas na autoclave a temperatura de 120°C por 15 minutos.
Apbs esterilizacdo as aliquotas serdo entornadas em placas de Petri, com tamanho de 90 x 15 mm descartaveis esterilizadas
(Pleion ®), as quais serdo postas em repouso até solidificagdo do meio de cultura.

A segunda camada foi composta de agar Muller-Hinton, para tanto, 3,6g de soluto foram diluidas em 300 ml de
agua destilada. Aliquotas de 13 ml desse meio serdo postas em tubos de ensaio e esterilizadas na autoclave a temperatura de
120°C por 15 minutos.

2.5 Preparo do inéculo bacteriano

Por meio de uma alca de platina esterilizada sera realizada a inoculagcdo dos micro-organismos recentemente
repicados, em tubos de ensaio com 1 ml de soro fisioldgico a 0,9% e ap6s essa inoculagdo foi obtido a turbidez com base na
escala 0,5 de Mac Farland (MF).

2.6 Preparo das placas para a realizac8o dos testes de suscetibilidade
Para esse teste, 1 ml da suspensdo bacteriana sera adicionada aos 13 ml de agar Muller-Hinton, mantido a
temperatura de 45°C no banho-maria. A segunda parte sera entornada sobre a primeira e pogos serdo confeccionados na

segunda camada, mediante a utilizacdo de ponteiras plésticas esterilizadas de 4,0 mm de didmetros.

2.7 Avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos vegetais pelo método de difusdo em agar

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se cepas de E. coli e K. pneumoniae, P. aerugionosa e
S. aures. A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica da difusdo em &gar em pogos, segundo Groove
& Randall, (1955). Como controle positivo utilizou-se um antibiotico de referéncia o Cloranfenicol na concentragdo de 30ug
previamente testado no trabalho de Gongalves, et al. (2005) e testes padréo do CLSI (2014).

Nos pocos formados na segunda camada foram adicionados 40 pL. dos extratos testados, seguindo metodologia
semelhante a de Alves et al. (2008). As placas serdo incubadas a temperatura de 36°C em estufa BOD por um periodo de 48h.
Apos periodo de incubacéo serd realizada a leitura dos resultados, que consistiu em medir o didmetro dos halos de inibi¢do que
serdo formados. Os halos de inibi¢do do crescimento bacteriano foram medidos em milimetros, com auxilio de uma régua
milimetrada. Segundo a CLSI 2020 os halos de inibicdo podem variar de acordo com a metodologia utilizada assim como as
concentragdes, porém ele faz uma correlagdo entre o tipo de bactéria em estudo e 0s antimicrobianos sintéticos, para que assim
possamos fazer uma mensuracdo dos valores encontrados e determinar se houve ou ndo inibicdo de crescimento. Foi
considerado, como resultado final de cada extrato, a média das trés medidas e, como suscetivel a formagdo de halo com
diametro igual ou superior a 8 mm (Parekh & Chanda, 2007; Santos, et al., 2007).

3. Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA e o teste de Dunnett, com indice de

significancia de p < 0,05. A organizagdo dos graficos seguiu as recomendag¢des do_programa GraphPad Prism 7.

4. Resultados e Discussdo

A Tabela 1, demonstra os perfis de suscetibilidades das bactérias testadas frente aos extratos brutos da flor do
pequi (Caryocar brasiliense), da fruta do nome (Morinda citrifolia), da folha da graviola (Annona muricata) e folha da amora
(Morus nigra).
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Tabela 1: Perfis de suscetibilidade de cepas bacterianas frente aos extratos brutos de Caryocar brasiliense, Morinda citrifolia

e Morus nigra. Teresina-PI, 2022. N=4.

Staphylococcus Pseudomonas Klebsiella
Amostras aureus Escherichia coli aeruginosa pneumoniae
Flor de Pequi (Caryocar
brasiliense) 30 mm 33 mm 33 mm 34 mm
Fruto None
( Morinda citrifolia) 22mm 8 mm 8 mm 0
Folha da Graviola (Annona
muricata) 0 0 0 0
Folha da Amora
( Morus nigra) 0 0 0 0

Fonte: Autoria propria.

O extrato bruto da folha da graviola (Annona Muricata) ndo demostrou atividade antimicrobiana frentes as
cepas bacterianas em todas testadas. Este resultado esta em concordancia com o trabalho desenvolvido por Batista, et al.
(2021), os autores demonstraram resultados semelhantes em relagdo aos extratos da folha frente as cepas da E. coli e K.
pneumoniae, que explicou a falta de atividade pela diferenca de composicdo e estrutura da parede celular das bactérias Gram-
negativas, pois estas possuem mais resisténcia por conta das inUmeras camadas de lipoproteina, lipossacarideo e
peptidoglicano com alto teor de lipideos. Desta forma, os antibidticos ndo conseguem atravessar efetivamente a barreira
lipidica da camada externa dessas bactérias.

Sobre a auséncia de inibi¢do da cepa de S. aureus do extrato bruto da folha da graviola (Annona Muricata),
pode estar relacionada com fatores como a temperatura, dificuldade de propagagdo no meio de cultura, solvente utilizado para
extracdo, tempo de incubacdo e microrganismos testados (Batista, et al., 2021). Explicag8o parecida com as feitas por Patrik, et
al., (2010) e Vieira, et al. (2010) que demostraram que o extrato da folha desse vegetal exibiu atividade antimicrobiana, porém
essa diferenca de resultado pode ser explicado pela diferenca quanto ao preparo e cultivo da extracéo.

Quanto a utilizacdo do extrato bruto do fruto do none (Morinda Citrifolia), frente a cepas bacterianas, a menor
atividade antibacteriana foi observada no teste realizado com S. aureus, com halo de suscetibilidade de 22 mm. Portanto, com
base nesses resultados, 0 extrato bruto desse vegetal que tradicionalmente € utilizado na medicina popular pode ser uma opcéao
quanto ao controle de K. pneumuniae e E. coli e P. aeruginosa, associadas processos infecciosos. Pesquisa realizada por
(Moura et al., 2020), demonstrou que 0 extrato bruto desse vegetal foi mais efetivo no controle de S. aureus. Esta sensibilidade
se da pela inexisténcia de uma membrana externa que cerca a parede celular que restringe a difusdo os compostos hidrofébicos
e na qual estdo presentes nos Gram negativos (Holanda, et al., 2017).

Para Miranda, et al. (2013) a acdo antimicrobiana do none (Morinda Citrifolia), em relagdo as S. aures, podem
estar relacionadas com a presenca de metabolitos secundarios como: triterpenos, esteroides, taninos e flavonoides encontraram-
se presentes nos extratos das espécies ativas

O extrato bruto da folha da amora (Morus nigra), ndo apresentou atividade antimicrobiana (Tabela 1),
evidenciado pela ndo formacdo de halo de suscetibilidade. Deferentemente dos resultados obtidos, Costa, et al. (2017)

utilizando o estrato bruto desse vegetal e facionado, demonstram atividade antimicrobiana e eles consideraram que o tanino,
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um dos componentes do extrato é o principal responsavel por essa atividade. Possivel falta de suscetibilidade pode ser
justificada, pela producdo de metabdlitos secundarios, ocasionada em fungdo da época sazonal em que o extrato foi produto
vegetal foi coletado (Gobbo-Neto, & Lopes, 2007)

Os testes realizados com Caryocar brasiliense (flor de pequi) frente a cepas de P. aeruginosa, K. pneumoniae, E.
coli e S. aureus (Tabela 1) demonstrou que o extrato bruto desse vegetal, apresentou atividade antimicrobiana sobre todas as
cepas utilizadas na pesquisa. Os halos suscetibilidade foram mais significativos nos testes realizados com E. coli e P.
aeruginosa. Os testes também revelaram que Morinda citrifolia teve atividade inibitoria sobre as cepas de S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli, sendo a sensibilidade mais significativa sobre a cepa de S. aureus.

Portanto, com base nos resultados, pode-se inferir que os estratos brutos Caryocar brasiliense e Morinda
citrifolia podem ser sugeridos como possiveis opgdes terapéuticas no controle de certas espécies de bactérias associadas a
processos infecciosos.

Estudos demonstraram que os principais constituintes da C. brasiliense sdo flavondides e terpendides, compostos
quimicos identificados como agentes antimicrobianos (Miklasinska, et al., 2016; Andrade-Ochoa, et al., 2015). Os flavondides
podem interagir com a membrana citoplasmatica, inibindo sua funcéo e comprometendo a integridade celular; eles também
podem inibir a sintese de &cidos nucléicos e interromper o metabolismo bacteriano (Nobre et al., 2018; OZ et al., 2015). Os
terpenodides sdo geralmente reconhecidos como seguros e foram encontrados para inibir o crescimento de células cancerosas,
diminuir o tamanho do tumor, diminuir os niveis de colesterol sérico e diminuir as concentracbes de micro-
organismos (Srivastayv, et al., 2019; Prakash, et al., 2020).

Assim, as propriedades antimicrobianas de extratos vegetais tm gerado interesse em determinar a estrutura de
fitoquimicos e examinar sua atividade como agentes antimicrobianos de amplo espectro. A atividade antibacteriana de C.
brasiliense pode ser atribuida as suas propriedades quimicas (Amarral, et al., 2014).

5. Concluséao

O extrato bruto de Caryocar brasiliense apresentou atividade antimicrobiana sobre as S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e K. pneumoniae.

O Extrato bruto de Morinda citrifolia foi efetivo em inibir o crescimento de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa.
Quanto aos extratos da folha da graviola e da amora ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas.

Portanto, novos estudos precisam ser implementados com o objetivo de descobri 0s principios ativos presentes
no extrato bruto de Caryocar brasiliense e Morinda citrifolia com capacidade de impedir o crescimento ou mesmo eliminar

por completo micro-organismos associados a dado processo infeccioso.
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