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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DE ANNONA
MURICATA L. (ANNONACEAE)

Francinaldo Ribeiro Silva®; Raissa Mayer Ramalho Cat&0?; Rossana Miranda Pessoa Antunes?

RESUMO - Atualmente observa-se um grande indice de micro-organismos que se tornaram
resistentes a terapia convencional, essa resisténcia tende a aumentar com o uso inadequado de
antimicrobianos. Isso fez com que a pesquisa de novas substancias ativas fosse intensificada.
Com base no exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano in vitro de
extratos hidroalcdolicos e aquosos da casca, folhas e fruto da Annona muricata L. (graviola)
frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A
atividade antibacteriana dos extratos da graviola foi determinada por difusdo em placa com
Agar Mueller-Hinton usando o método de difusdo em disco frente a cepas testadas. Os discos de
papel foram impregnados com 20 pL dos extratos nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5 e
6,25%. Os ensaios foram realizados em duplicata e as placas ficaram incubadas em estufa por
37°C/24h, sendo as leituras realizadas ap0Os este periodo através da medicdo dos halos de
inibicdo de crescimento. Verificou-se que o0s extratos extratos hidroalcéolicos e aquosos
mostraram-se ineficazes frente aos micro-organismos nas diluicdes testadas. Sugere-se o
desenvolvimento de novos estudos utilizando outros métodos de difusdo do extrato vegetal, bem
como a utilizacdo de extratos obtidos com outros solventes frente a fungos e outras cepas
bacterianas.

Unitermos: Resisténcia microbiana, graviola, hidroalcdolicos, aquosos, micro-organismos.

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF EXTRACTS ANNONA
MURICATA L. (ANNONACEAE)

ABSTRACT - Currently there is a high rate of micro-organisms that have become resistant to
conventional therapy, this resistance tends to increase with the inappropriate use of
antimicrobials. This made the search for new active substances were intensified. Based on the
foregoing, the aim of this study was to evaluate the antibacterial potential in vitro of aqueous
and hydroalcoholic extracts of bark, leaves and fruit of Annona muricata L. (soursop) compared
to the strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. The
antibacterial activity of extracts of soursop was determined by diffusion plate with Mueller-
Hinton Agar using the disk diffusion method against strains tested. The paper discs were
impregnated with 20 uL of the extracts at concentrations of 100, 50, 25, 12,5 and 6,25%. The
tests were performed in duplicate and the plates were incubated in a 37°C/24h, with readings
taken after this period by measuring the growth inhibition halos. It was found that the
hydroalcoholic and aqueous extracts have proven ineffective in the face of micro-organisms in
the dilutions tested. We suggest the development of new studies using other methods of
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spreading the plant extract, as well as the use of extracts with other solvents against fungi and
bacterial strains.

Uniterms: Microbial resistance, soursop, hydroalcoholic, aqueous, microorganisms.

INTRODUCAO

Os micro-organismos continuam ganhando a batalha nas doengas infecciosas
acarretando morte, apesar da disponibilidade de antibioticos eficazes. Uma das causas dessa
situacdo consiste no surgimento e disseminacédo de resisténcia microbiana, que tende a aumentar
com o uso inadequado e/ou indiscriminado de antimicrobianos (Franca & Costa, 2006).

Nos ultimos anos, segundo Pereira (2007), apds 0 uso excessivo de medicamentos
antimicrobianos pela populacdo, houve um grande indice de micro-organismos que se tornaram
resistentes a terapia convencional. Isso fez com que a pesquisa de novas substancias ativas para
combater infeccdes, tanto em fontes animais como vegetais, fosse intensificada.

Estima-se que mais de 4.000 espécies vegetais sejam usadas para fins medicinais,
resultado da observacdo e manejo da flora por povos tradicionais (Pereira, 2007). Atualmente,
diversos fitoconstituintes ja sdo conhecidos e estudos feitos em modelos experimentais sdo
empregados no sentido de entender suas atividades bioldgicas in vitro e in vivo (Catéo et al.,
2006).

A Annonaceae ¢ uma familia essencialmente tropical e subtropical e compreende
aproximadamente 2.500 espécies (Santos-Andrade, s.d). Os géneros mais comuns sao Annona,
Guatteria, Xylopia e Rollini (Rinaldi, 2007). No Brasil, foram registrados 29 géneros,
compreendendo cerca de 260 espécies (Pontes et al., 2004; Lobdo et al., 2005; Lima-Brito et al.,
2006). Algumas espécies sdo usadas na medicina popular para varias finalidades e estudos
quimicos e farmacoldgicos, apesar de escassos, tém demonstrado que algumas espécies
apresentam importantes compostos bioativos (Pinheiro et al., 2009a, b; Siebra et al., 2009).

Conhecida principalmente por seus frutos comestiveis, tais como a fruta do conde ou ata
(Annona squamosa L.) e a graviola (Annona muricata L.), algumas espécies fornecem madeira
prépria para carpintaria e raizes utilizaveis como cortica (A. glabra L., A. crassiflora Mart.);
outras sdo consideradas medicinais (A. spinescens Mart., A. foetida Mart.) e ornamentais (A.
cacans Warm. e Xylopia sericea A.St.-Hil.) (Lob&o et al., 2005; Rinaldi, 2007).

Annona muricata L. (gravioleira) € uma arvore pequena, que mede entre 5 e 6 m de
altura e permanece vigosa ao longo do ano, com folhas largas de cor verde escuro, de aparéncia
tenra e brilhante. O fruto - graviola - possui cor amarelo esverdeada, espesso e comestivel que
possui entre 15-23 cm de diametro, em forma de coracdo, com polpa mucilaginosa branca e
levemente acida. A semente com 1 a 2 cm de comprimento é preta na sua retirada do fruto
passando a marrom dias ap6s; de ordinario encontra-se 100 sementes por fruto. E originaria da
América tropical, e encontrada em todos Estados brasileiros, mas principalmente no Nordeste
(Sacramento et al., 2003; Melo, 2006; Nova, 2008).

Todas as partes deste vegetal sdo utilizadas na medicina popular. As sementes s&o
consideradas adstringentes, eméticas, e estudos confirmaram a atividade antiparasitaria,
moluscicida e antivirus Herpes simplex, ao mesmo tempo em que se atribuem as cascas, agdo
antidiabética e espasmolitica. A utilizacdo do suco do fruto da Annona muricata L., é usado em
bochechos no combate as aftas, internamente como antitérmico, diurético e no combate de
insonias leves. A infusdo das folhas secas é usada contra insénias graves, dores de cabeca e
como emagrecedor. O decocto das folhas contém o Oleo essencial com acdo parasiticida,
antirreumatica e antinevréalgica (Gongalves, 2007; Nova, 2008; Luna et al., s.d).

Seu estudo fitoquimico mostrou que o fruto e as folhas de Annona muricata L. possuem
diversos compostos com atividade farmacoldgica tais como, alcaldides, esteroides, triterpenos e
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taninos. Nas sementes, foram registradas o ciclopeptideo anomuricatina A e vérias acetogeninas
sendo farmacologicamente ativas contra células tumorais (Gongalves, 2007; Nova, 2008;
Ferelli, s.d).

H& poucos registros pertinentes na literatura, quanto ao possivel mecanismo de acéo de
produtos oriundos de plantas. Entretanto, sabe-se que algumas substancias naturais possuem
grande capacidade para inibir a sintese dos acidos nucléicos, interferindo na formacéao de purina
ou pirimidina, ou, ainda, bloqueando a polimerizacdo dos nucleotideos; ao mesmo tempo,
estudos sobre a atividade de extratos vegetais e seu mecanismo de acdo tém demonstrado que
eles agem nas estruturas da parede celular (Gongalves, 2007).

O estudo da resisténcia microbiana, geralmente é baseado em micro-organismos de
importancia epidemiologica. Dentre estes, podemos citar as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
responsaveis por diferentes processos etiologicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto
em pacientes imunodeprimidos (Antunes et al., 2006).

O género Staphylococcus, pertence a familia Micrococaceae; sdo cocos Gram-positivos,
imdveis, arrumados em massas irregulares ou em cachos de uva, anaerébios facultativos ou
aerobios, catalase positivos e apresentam diversas espécies (Baralho, 2011). O Staphylococcus
aureus caracteriza-se por apresentar proteina A e enzima coagulase. E considerado como um
patdgeno causador de abscessos, infec¢bes piogénicas (endocardites e ostiomielites),
intoxicacdo alimentar e sindrome do choque toxico (Estevan, 2005; Trabulsi & Alterthum,
2005). Este micro-organismo tem ocupado um lugar de destaque na etiologia de infeccdes
hospitalares sendo que aproximadamente 70% a 100% sdo causadas por amostras
multirresistentes (Violante, 2008).

Outro género microbiano relevante é Escherichia. Esses micro-organismos ocupam hoje
o0 segundo lugar entre os principais agentes de doencas de origem alimentar nos Estados Unidos
(Pereira, 2007). Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete e que
pertence a familia das Enterobacteriaceae, podendo formar cadeias, sendo o principal agente
causador de infeccdes no trato urinario e de sepse. E também uma das duas causas da meningite
neonatal e 0 agente mais frequentemente associado com a "diarréia dos viajantes", uma diaréia
aquosa (Levinson e Jawetz, 2005; Pelczar et al., 2005; Violante, 2008).

Quanto ao género Pseudomonas, este consiste em bastonetes Gram-negativos néo
fermentadores, aerdbicos e moveis, alguns dos quais produzem pigmentos hidrossolaveis. As
Pseudomonas séo encontradas amplamente no solo, na dgua, nas plantas e nos animais (Jawetz
et al., 1998). Dentre as varias espécies, a Pseudomonas aeruginosa, destaca-se pela elevada
resisténcia aos antimicrobianos e por causar infec¢cbes em individuos imunocompetentes
(raramente). Porém, é considerado um micro-organismo oportunista além de ser também um dos
principais agentes de infeccGes em individuos com defesas diminuidas. O trato gastrintestinal é
o0 principal sitio de colonizacdo e reservatorio de P. aeruginosa podendo ser encontrada também
em outros locais umidos do corpo, como orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo (Soares,
2005).

N&o ha duvidas de que as plantas sdo excelentes fontes de substancias fitoquimicas, com
propriedades biologicamente ativas, além de serem, todas biodegradaveis e, 0 mais importante,
com planejamento adequado, serem também abundantes e renovaveis (Gongalves, 2007).
Pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de plantas representam um grande desafio para a
descoberta, isolamento e identificacdo de farmacos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos
hidroalcdolicos e aquosos da casca, folhas e fruto da Annona muricata L. frente as cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
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MATERIAIS E METODOS

Material Boténico

O material vegetal (casca do caule e folhas) da Annona muricata L. foi coletado na Zona
Rural do municipio de Serra Branca — PB, situado na regido do cariri Paraibano, entre 8 e 9h da
manhd, nos meses de maio e junho de 2011. Enquanto que o fruto (graviola) foi adquirido
comercialmente na cidade de Campina Grande — PB, no mesmo periodo. A espécie foi
identificada e a exsicata encontra-se depositada no Herbario Arruda Camara da Universidade
Estadual da Paraiba — UEPB, sob o n° 908.

Obtencédo dos Extratos

Os extratos hidroalcoolicos e aquosos foram preparados na Farmacia Homeopética Gral
& Cia e no Laboratorio de Fitoterapia/Departamento de Farmacia/UEPB, respectivamente, sob
supervisdo da Professora Rossana Miranda Pessoa Antunes, segundo as recomendacbes da
Farmacopéia Brasileira (1959) e adaptac6es de Silva et al. (2006) e Silva (2008).

Os extratos hidroalcoolicos foram obtidos a partir da planta fresca pelo processo de
maceracao a frio. Sendo utilizados 200g do material vegetal para cada 200 mL de alcool etilico
70%.

Inicialmente, cascas, folhas e fruto foram devidamente selecionados, higienizados,
pesados em balanca eletronica, triturados em liquidificador doméstico e acondicionados em
embalagens de vidro com tampa rosqueada/sete dias com o solvente extrator, sendo agitados
periodicamente. Apds esse periodo, os mesmos foram filtrados em pano limpo com malha de 2
mm, obtendo-se uma concentracdo ao nivel de extrato fluido de 1:1 (p/v), sendo acondicionados
em recipientes apropriados de vidro &mbar.

Para obtencdo dos extratos aquosos, obedeceu-se a proporcéo de 25g do material vegetal
para 100 mL de &gua destilada. Cada material coletado (cascas, folhas e fruto) foi triturado em
liquidificador domeéstico/trés minutos, deixando em repouso por 2 horas. Decorrido este
periodo, os extratos foram filtrados em pano limpo com malha 2 mm e, em seguida, colocadas
em recipientes de vidro ambar para serem utilizadas. Obteve-se assim, extratos aquosos a
25%.

Analise Microbioldgica

Para o estudo foram utilizados cepas padrdo provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC) de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

A fim de obter a viabilidade dos micro-organismos, utilizou-se o Caldo de
enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion) e, para o cultivo bacteriano, o meio Agar Miiller-
Hinton, sendo vertidos 25 mL/placa de Petri/ 90 x 15 mm e preparados de acordo com as
recomendacdes do fabricante DIFICO®.

A partir do crescimento em Agar Miiller-Hinton ap6s 24h/37°C, os in6culos foram
preparados repicando-se de duas a quatro colénias em 1 mL de solucdo salina 0,85% estéril,
comparando-se a turbidez com o tubo n° 0,5 da escala McFarland a fim de se obter cerca de 10°
UFC.mL-1 (CLSI, 2005).

Para inoculagdo dos micro-organismos, utilizou-se a técnica de difusdo em disco,
semeando-se a suspensdo bacteriana, com auxilio de swab estéril, por toda superficie do Agar
Miller-Hinton, de modo a se obter um crescimento confluente e uniforme. Apds este
procedimento, com auxilio de uma pinca esterilizada, foram inoculados discos de papel filtro
estéreis previamente impregnados com 20 pL dos referidos extratos nas suas formas
concentradas (100%) e nas dilui¢fes 50; 25; 12,5 e 6,25%. Como controle negativo, utilizou-se,
para os extratos hidroalcoolicos, alcool 70% e, para 0s extratos aquosos, agua destilada. Em
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seguida as placas foram incubadas a 37°C/24h. Os ensaios foram realizados em duplicatas, e 0
resultado final foi determinado pela média aritmética dos halos de inibi¢cdo obtidos nas duas
repeticoes.

A atividade biologica do produto foi considerada positiva quando a média dos halos
de inibicdo foi igual ou superior a 8 mm de didmetro (Sakar et al., 1988; Wong-Leung, 1988;
Naqui et al., 1991; Catdo, 2007; Catéo et al., 2010; Palmeira et al., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com os extratos hidroalcoolicos e aquosos da casa, folhas e fruto
da graviola, ap6s o ensaio por disco difusdo demonstraram auséncia de atividade antibacteriana
frente as cepas analisadas, visto que ndo foi observada a formacdo de halos de inibicdo de
crescimento ao redor dos discos embebidos com nenhum dos extratos testados (Figura 1).

hidroalcéolico da casca, 5 — Extrato hidroalcdolico das folhas, 6 — Extrato hidroalcéolico do fruto, 7 — Controle
negativo para o extrato aquoso (agua destilada) e 8 — Controle negativo para o extrato hidroalcdolico (alcool 70%).

Figura 1 — Ensaio de atividade antibacteriana dos extratos aquosos e hidroalcoolicos da
graviola na concentracao inicial (100%) frente as cepas ATCC

Observou-se que o solvente, alcool 70% para os extratos hidroalc6olicos e a agua
destilada para os extratos aquosos, utilizadas como controle negativo, ndo interferiram no
crescimento das cepas ATCC testadas.

Estes resultados estdo em concordancia com os relatados por Pedroso & Lunardello
(s.d), em estudos semelhantes quando realizaram investigagdes sobre a atividade antimicrobiana
de extratos etandlicos dos frutos de Annona muricata L. pelo método de difusdo em disco,
frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Estes autores
também observaram que o extrato bruto do fruto ndo apresentou atividade antimicrobiana frente
aos micro-organismos testados. Porém os mesmos ndo investigaram o potencial antibacteriano
da casca, nem tampouco das folhas da graviola.

Frame et al. (1998), em estudo utilizando extrato hidroalcéolico das folhas de A.
muricata L., provenientes de Porto Rico, empregando o método da difusdo em Agar,
encontraram resisténcia frente ao Mycobacterium tuberculosis. Por sua vez, Chariandy et al.
(1999), utilizando extrato hidroalcoolico de folhas oriundas de Trinidade e Tobago, com o
método da difusdo em 4&gar, encontraram resisténcia frente a Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Streptococcus faecalis.
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Em contrapartida, estudos realizados na india por Pathak et al. (2010), avaliaram o efeito
antimicrobiano dos extratos metanoélicos e aquosos das folhas de mudas de gravioleira frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Streptococcus pyogenes, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia e Enterobacter aerogenes. Verificou-se
sensibilidade frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), e
Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris). Os autores sugeriram 0 uso da
Annona muricata L. no tratamento de doencas causadas por tais patdgenos.

Vieira et al. (2010), avaliando o potencial bactericida de extratos aquosos e etanolicos de
sementes de moringa (Moringa oleifera) e casca de graviola (Annona muricata L.) frente a
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coli e Salmonella enteretidis, mostraram
que o0s extratos aquosos de graviola apresentaram efeito bactericida frente a S.aureus e
V.cholerae, entretanto, o0s extratos etanolicos dessa planta ndo mostraram atividade
antibacteriana. Estes autores encontraram resultados divergentes em relacdo aos encontrados
neste estudo, porém este fato pode estar associado ao modo de preparo dos extratos assim como
também a linhagem microbiana analisada.

De acordo com Martins et al. (2010), trabalhos com uma mesma planta apresentam
resultados distintos em relacdo a atividade antimicrobiana, as vezes até mesmo discrepantes. De
modo que é importante observar se foram utilizadas as mesmas condi¢Bes experimentais, dentre
elas: o solvente utilizado para extracdo, a temperatura e tempo de incubacdo e micro-organismos
testados. E importante ressaltar que as técnicas e modificacdes empregadas nos métodos de
screening para avaliar a atividade antimicrobiana por diferentes autores podem ser fatores
determinantes nestas variagoes.

Tanto para Auricchio & Bacchi (2003) quanto para Nascimento et al. (2008), quando se
comparam estudos de plantas medicinais, € notoria a dificuldade de avaliacdo entre os
resultados, pois a constituicdo quimica de espécies vegetais pode ser influenciada
qualitativamente e quantitativamente por variacfes climéticas e localizacdo geogréfica. Além
disso, o estagio de desenvolvimento do vegetal quando da sua coleta, parte da planta estudada,
forma de preparar o material, até protocolos seguidos nos experimentos também podem
repercutir diretamente sobre sua atividade bioldgica. Supde-se que alguns desses fatores possam
ter influenciado os resultados encontrados neste estudo.

Outra possivel explicacdo para inatividade dos extratos testados e relatados neste estudo
reside na sua provavel dificuldade de difusdo no meio de cultura, quando impregnados nos
discos de papel filtro. Segundo Violante (2008), dentre os métodos disponiveis para
determinacdo da atividade antimicrobiana, os mais utilizados séo: difusdo em agar, diluicdo
(macro e microdiluicdes) e bioautograficos. Dente estes, 0 ensaio por difusdo é o que apresenta
maiores problemas, pois muitas substancias ndo se difundem bem no meio de cultura,
interferindo assim, de forma significativa, na formacéo e no tamanho dos halos de inibigéo de
crescimento. De modo que para se afirmar, categoricamente, que um determinado produto é
inativo, ou seja, que ndo apresenta atividade antibacteriana, o ideal seria que 0 mesmo fosse
testado por mais de uma metodologia.

Martins et al. (2010) complementam que, os extratos de plantas frequentemente tem
baixas propriedades de difusdo, e que a técnica de diluicdo em caldo € a melhor maneira de
estabelecer a real poténcia de um composto puro, na qual a solubilidade é o requisito que
otimiza os resultados. Sendo assim, novos estudos envolvendo outras metodologias devem ser
investigados.

CONCLUSOES
De acordo com estes resultados, nas condigOes experimentais utilizadas para a avaliagcdo
do potencial antibacteriano da graviola, concluiu-se que:
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e Os extratos hidroalcoolicos e aquosos da casca, folhas e fruto da graviola
mostraram-se inativos frente aos micro-organismos testados;

e Varios fatores podem ter influenciado o estudo, desde as condicGes climaticas e
localizacdo geografica da espécie, até a difusibilidade do extrato utilizado no
experimento;

e E notdria a necessidade de se padronizar e aprofundar as diferentes metodologias
de avaliagdo, com o intuito de corroborar e assegurar estes resultados;

e Sugere-se 0 desenvolvimento de novas pesquisas utilizando outros métodos de
difusdo do extrato vegetal, bem como a utilizacdo de extratos obtidos com outros
solventes além de outras linhagens bacterianas e fungicas, aliados a ensaios de
toxicidade aguda.
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