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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS FRUTIFERAS
SOBRE BACTERIAS DE INTERESSE CLINICO

CORREIA, Hiarly Gongalves dos Santos*

VIEIRA, Karlete Vania Mendes?2

RESUMO

Diante da crescente resisténcia microbiana a terapia convencional, devido ao uso
incorreto e irracional dos antimicrobianos, surge a necessidade de se pesquisar novos agentes
antimicrobianos. Neste sentido as plantas medicinais se destacam por possuirem substancias
com potencial terapéutico, tornado-se entdo uma alternativa para esta problematica. Com base
no exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcodlicos das folhas da Graviola (Annona muricata L.), da banana (Musa sapientium
L.), da laranjeira (Citrus aurantium L.) e do maracuja (Passiflora cincinnata Mart.) sobre
bactérias de interesse clinico causadoras de infeccBes, como o Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus sp., Salmonella sp. e Pseudomonas
aeruginosa; bem como determinar a concentracdo inibitéria minima dos extratos estudados
sobre estas cepas. A atividade dos extratos foi determinada por difusio em placa com Agar
Muiller-Hinton usando o método do poco frente as cepas testadas, com auxilio de ponteiras
estéreis, onde foi feita a aplicacdo dos extratosem estudo. Como controle negativo, foi
utilizado solucdo hidroalcodlica a 70% e como controle positivo foram utilizados discos de
antibidticos, sendo utilizado o cefepime e a cefalotina para as bactérias Gram-negativas, a
penicilina G e a oxacilina para as Gram-positivas e 0 imipenem para a Pseudomonas
aeruginosa. O ensaio foi realizado adicionando em cada pogo 50 uL dos referidos extratos,
onde em seguida as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C, durante um
periodo de 24-48 horas. Para o teste de Concentracdo Inibitéria Minima foram realizadas
dilui¢Ges seriadas a partir do extrato bruto (100%), de 50 % (1:2 pg.mL-1), 25 % (1:4 ug.mL-
1) 12,5 % (1:8 pg.mL-1) e, 6,25 % (1:16 pg.mL-1), testando os mesmos de acordo com a
mesma técnica. No final da analise verificou-se que nenhum dos extratos hidroalcodlicos
testados como também suas diluicBes apresentaram acdo antimicrobiana sobre as cepas
escolhidas para o estudo.

Palavras — chave: Atividade antimicrobiana, plantas medicinais, extratos hidroalcodlicos.
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1. INTRODUCAO

As substancias antimicrobianas vém representando nos ultimos tempos um dos
grandes avangos na terapéutica. Porém, apesar da grande quantidade de farmacos
antibacterianos e antifingicos existentes, e da sua evolucdo quimica e farmacologica, 0
uso irracional destes medicamentos resultou no aparecimento de micro-organismos mais
resistentes (WHO, 2002, LIVERMORE, 2005; MARZOUK et. al., 2009 ).

Nos dias de hoje, a resisténcia microbiana aos antibidticos tem causado prejuizos na
clinica sendo apontada como causa priméaria de morte nas unidades de terapias intensivas
nos hospitais em todo o mundo (LIVERMORE, 2005; ALEKSHUN; LEVY, 2007). Deste
modo, a necessidade permanente do desenvolvimento de novos farmacos a serem
utilizados no combate e tratamento dos microrganismos continua significativa no contexto
cientifico mundial, sendo os produtos de origem natural potenciais fontes de novos
agentes antibacterianos e antifungicos (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; COWAN,
1999; PACKER; RATES, 2001; LUZ 2007; AYRES et. al., 2008; (MARZOUK et. al.,
2009).

Os produtos de origem natural quer sejam oriundos de micro-organismos, animais ou
de plantas medicinais, tém sido empregados na cura de doencas por milhares de anos
(HARVEY, 2000; CHIN et. al., 2006; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008). O uso de
espécies vegetais através da tradicdo associado ao desenvolvimento cientifico tem
proporcionado grandes avancos no estudo terapéutico de plantas medicinais e, em
consequéncia, no descobrimento de novas substancias com promissoras atividades
bioldgicas e farmacoldgicas, sendo utilizadas como farmacos, matérias-prima para a
sintese de moléculas complexas ou como prot6tipos para o desenvolvimento de novos
medicamentos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000; PIETERS; VLIETINK, 2005;
NEWMAN, 2008; OJIMA, 2008; WANG, 2008). Assim a grande quantidade de
metabolitos secundarios encontrados na natureza representa um instrumento essencial na
descoberta e desenvolvimentos de novos produtos bioativos, devido a diversidade de suas
estruturas quimicas (NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009).

Diversos metabolitos secundarios de plantas sdo estudados em relacdo as suas
propriedades antimicrobianas (COWAN, 1999; MAHADY, 2005), pois estas substancias
tém tido um importante papel no controle de patologias ocasionadas tanto por fungos
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quanto por bactérias (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Dentre estes metabolitos evidenciam-
se os flavondides (BYLKA; MATLAWSKA,; PILEWSKI, 2004), taninos, alcaldides
(O’DONNELL; GIBBONS, 2007), saponinas (BAHRAMINEJAD et. al.,, 2008) e
terpernoides (SHAI et. al., 2008), os quais sdao amplamente investigados e que possuem
potencial atividade antimicrobiana, o que os torna principal fonte de matéria — prima

farmacéutica para a obtencdo de novos agentes antimicrobianos.

Entdo este trabalho teve como objetivo de estudar e avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos hidroalcoolicos de plantas frutiferas com indicacdo antimicrobiana pela
tradicdo popular como a Graviola (Annona muricata L.), a Banana (Musa sapientium L.),
a Laranjeira (Citrus aurantium L.), e o Maracuja (Passiflora cincinnata Mart.), sobre
espécies bacterianas de interesse clinico como o Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Proteus sp., Salmonella sp. e Pseudomonas aeruginosa;
bem como determinar a concentracdo inibitoria minima dos extratos estudados sobre estas

cepas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Plantas Medicinais

O conhecimento a cerca das plantas medicinais representa muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et. al., 2002). A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) ressaltou que no mundo aproximadamente 80% de
uma populacéo de 4 bilhdes dependem principalmente da medicina tradicional para seus
cuidados primarios de salde a partir do uso de extratos de plantas ou de seus principios
ativos (CAETANO et. al., 2002).

Mesmo com o incentivo da indUstria farmacéutica para a utilizacdo de medicamentos
industrializados, grande parte da populacdo ainda se utiliza de plantas medicinais para
cuidar da satde, como o uso das plantas medicinais, empregada para aliviar ou mesmo
curar algumas enfermidades. Vé-se a influéncia que as mudancas econémicas, politicas e
sociais causam na saude das pessoas e nos modelos de cuidado. O uso terapéutico de
recursos naturais utilizados no cuidado humano, que antes estava situado as margens das
instituicbes de saude, hoje tenta legitimar-se nesse meio dominado pelas préaticas
alopaticas (BADKE et. al., 2011).

O mundo tem vivenciado novas tendéncias, preocupando-se com a biodiversidade e o
desenvolvimento sustentavel, mesmo assim apenas 17% das plantas do planeta foram
estudadas quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande
aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacolégicos (FOGLIO, 2006), o que
incentivou mais estudos sobre as plantas medicinais brasileiras, desvelando-as como alvo
de pesquisas. Algumas universidades brasileiras tém buscado validar solidamente seus
estudos comprovando essa realidade atual (LORENZI; MATOS, 2008). Apesar disso, SO
8% das espécies vegetais brasileiras foram estudadas na descoberta de compostos
bioativos (GUERRA; NODARI, 2001).

O desenvolvimento de pesquisas visando ao uso das plantas para fins terapéuticos é
recomendado pela OMS, proporcionando outras formas de cuidar em satde para 0S menos
favorecidos. Esta iniciativa garante alternativa para o tratamento de doencas,
principalmente em paises em desenvolvimento, em atengdo aos cuidados priméarios com a
saude (LOGUERCIO et. al. 2005; GONCALVES et. al. 2005). Associados a essa
expansdo, as plantas medicinais deixaram de ser vistas simplesmente como um recurso da
medicina popular, constituindo-se matéria-prima para as industrias de produtos
farmacéuticos (SILVA et. al. 2001).
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A bananeira (Musa sapientium L.) sdo plantas de médio porte medindo
aproximadamente entre 8 & 10 mentros de altura, sdo herbaceas perenes, pertencentes ao
género Musa da Familia Musaceae, Ordem Scitaminea, desenvolvem-se bem em areas
tropicais e subtropicais umidas (SOUZA, 2002). Algumas espécies vegetais sintetizam
substancias de defesa, quando sdo agredidas por bactérias, fungos, parasitas, virus ou
outros agentes. Estes sdo produtos dos seus metabolismos secundarios, tendo composicao
quimica muito variada, como terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos, dipertenos e
saponinas), compostos fendlicos (fendis simples, taninos, dibenzofuranos e flavondides),
compostos nitrogenados (alcalides, polipeptideos ciclicos, glicosideos), cumarinas e
canfora (LARCHER, 2000; SIMOES, 2003; RESCHKE et. al. 2007).

Os principais constituintes quimicos da Musa sdo esterdides, flavonoides e taninos
(IMAM; AKTER, 2011). Devido a presenca desses compostos, a banana possui relato
etnobotanico de utilizacdo in natura ou cozida para diarréias, utilizadas de diversas formas
de preparo, como por exemplo, na forma de farinha, além do uso tépico do extrato,
comprovando seu potencial antimicrobiano e cicatrizante. (ORHAN, 2001; LINO, PB et.
al. 2011).

A anoneira ou graviola (Annona murita L.) € uma arvore pequena, que mede entre 5 e
6 m de altura e permanece vigosa ao longo do ano, com folhas de cor verde escuro, de
aparéncia tenra e brilhante. O fruto possui cor amarelo esverdeado, espesso e comestivel
que possui entre 15-23 cm de diametro, em forma de coracdo, com polpa mucilaginosa
branca e levemente acida, e a semente com 1 a 2 cm. E originaria da América tropical, e
encontrada em todos os 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 sao
consideradas adstringentes, eméticas, e estudos confirmaram a atividade antiparasitaria,
moluscicida e antivirus Herpes simplex, ao mesmo tempo em que se atribuem as cascas,
acao antidiabética e espasmolitica. A utilizacdo do fruto da Annona muricata L., é usado
em bochechos no combate as aftas, internamente como antitérmico, diurético e no
combate de insdnias leves. A infusdo das folhas secas é usada contra insdnias graves,
dores de cabeca e como emagrecedor. O decocto das folhas contém o 6leo essencial com
acao parasiticida, antirreumatica e antinevralgica (GONCALVES, 2007; NOVA, 2008;
LUNA et. al., s/d).
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Seu estudo fitoquimico mostrou que o fruto e as folhas de Annona muricata L.
possuem diversos compostos com atividade farmacoldgica tais como, alcalGides,
esterdides, triterpenos e taninos. Nas sementes, foram registradas o ciclopeptideo
anomuricatina A e Vvarias acetogeninas sendo farmacologicamente ativas contra células
tumorais (GONCALVES, 2007; NOVA, 2008; FERELLI, s/d).

A Laranja azeda (Citrus aurantium L.), pertence & Familia das Rutaceas. E uma
arvore, com copa densa e esférica, de pequeno a médio porte, atingindo de 6 a 10 metros
de altura, contém vitaminas (vitamina C), minerais (potéssio) e fibras. E usada na
medicina popular brasileira e em outros paises para tratar ansiedade, insénia e como
anticonvulsivante, sugerindo uma acdo depressiva sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC), dentre outras propriedades (CARVALHO-FREITAS, 2002; YU et.al., 2005;).
Além de serem ricas em vitamina C (&cido ascorbico) as frutas citricas também contém
outros compostos bioativos que incluem flavondides, cumarinas e terpendides (OTHA,;
HIROSE, 1966) com propriedades potenciais de promocdo a satde (YU et.al., 2005).

O maracuja é fruto de numerosas espécies da familia Passifloraceae, originaria das
regibes tropicais e subtropicais do continente americano. A mais comum delas é a
Passiflora edulis, conhecida como maracuja amarelo. Esta espécie é bastante cultivada,
tanto pelo fruto saboroso como pela beleza de suas flores ornamentais. Na forma de infuso
suas folhas sdo usadas pela populacdo para combater ansiedade, insonia, epilepsia, febre,
cefaléia, neuralgia, tosse, asma, diarréia e dor abdominal. Outra forma de aplicacéo clinica
da Passiflora edulis é o seu preparo como cataplasma e locdo, usado para tratar infecgoes
e inflamacdes cutaneas (GARROS, 2006).

A familia Passifloraceae abrange mais de 650 espécies, destas cerca de 50 a 60
produzem frutos que podem ser consumidos in natura, sendo o género Passiflora o de
maior expressividade (TEIXEIRA, A.P., 2013). Para o maracuja, ao contrario do que se
diz na cultura popular, ndo é o suco que provoca sonoléncia e tranquilidade nas pessoas, e
sim as folhas que contém flavonoides e alcaloides, sendo a maracujina o alcaloide
conhecido do maracuja. A base do extrato padronizado do maracuja vem sendo indicado
no tratamento de insénia, irritacdo, agitacdo e impaciéncia, sintomas comuns da vida
moderna, cujo cotidiano € normalmente repleto de situacdes criticas: excesso de atividade,
problemas financeiros, falta de descanso e lazer, problemas de relacionamento, entre
outros (LARZELERE, 2002).
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2.2. Doengas Infecciosas

A ligacdo entre 0 homem e os micro-organismos, dividindo uma vida comum é téo
remota quanto a histéria da humanidade, e provavelmente, as doencas infecciosas do
homem existem desde que esses seres habitam o planeta (TAVARES, 1996).

Geralmente, a palavra infeccdo esta relacionada como sindnimo de doenca infecciosa.
Da visdo epidemiologica, a infecgdo refere-se a invasdo do corpo por micro-organismo
causadores de doencas, ou seja, € quando um agente etiologico se aloja na superficie ou no
interior do corpo de uma pessoa. Ao mesmo tempo em que o0 termo doenca infecciosa é
utilizado quando durante um quadro infeccioso ha uma alteracdo do estado de saude.
(BURTO; ENGELKIRK, 2005).

Os micro-organismos que tém apresentado um interesse maior nOS pProcessos
infecciosos sdo: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Proteus sp., Salmonella sp., e P.
aeruginosa. Estas bactérias causam inimeras infeccGes tais como: endocardite bacteriana
aguda, infeccbes respiratorias, bacteremia, septicemia, osteomielite aguda e crénica,
abscesso, infeccdes de proteses articulares e de valvulas cardiacas, infeccdes
gastrointestinais e do trato urinario, cirurgicas, além de causarem infeccdes no ambiente
hospitalar. JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2002).

O género Staphylococcus, sdo micro-organismos pertencentes a familia
Micrococaceae; sendo eles cocos gram-positivos, iméveis, agrupados de forma irregular,
em forma de cachos de uva, sdo anaerobios facultativos ou aerobios, catalase positivos.
(BARBALHO; MOTA, 2011). O Staphylococcus aureus caracteriza-se por apresentar
proteina A e enzima coagulase, € um patdgeno causador de abscessos, infeccdes
piogénicas, intoxicacdo alimentar e a sindrome do choque téxico (ESTEVAN, 2005;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Este microrganismo vem ocupando um lugar de
destagque na causa de infeccdes hospitalares, sendo que mais de 70% sdo ocasionadas por
cepas multirresistentes (VIOLANTE, 2008). O Staphylococcus epidermidis é a espécie
pertencente a categoria do estafilococos coagulase negativo frequentemente encontrado na
microbiota normal da pele e das mucosas, 0 seu principal fator de viruléncia é a sua
capacidade de aderir a superficies de polimeros, formando assim biofilmes, devido
algumas cepas deste micro-organismo serem produtoras de glicocalice. As principais
doencgas causadas por S. epidermidis estdo associadas ao uso de dispositivos médicos
implantados como cateteres e proteses; incluindo assim bacteremias, septicemias,

endocardites, meningites, infeccbes do trato urinario, entre outras dependendo do tipo de
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cateter ou protese bem como a localizacdo destes dispositivos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

Outro género de relevante importancia clinica é Escherichia, esse microrganismo
abrange hoje em dia o segundo lugar entre os principais agentes etiologico de origem
alimentar nos Estados Unidos, devido a seus inimeros sorotipos (PEREIRA, 2007). A
Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, em forma de bastonete, e que pertence a
familia das Enterobacteriaceas, caracterizando por se agrupar em forma de cadeia; este
micro-organismo € responsavel pela maioria das infeccdes do trato urinario e também
pode levar a causa de sepse; também é causador de meningites neonatal e esta associado a
“diarréia do viajante” (LEVINSON E JAWETZ, 2005; PELCZAR et. al., 2005;
VIOLANTE, 2008).

O género Proteus inclui Proteus mirabilis e Proteus vulgaris sendo comumente
encontrado no intestino do homem, causam principalmente infecgdes do trato urinério,
mas a primeira esta relacionada com infecgcdes comunitaria e segunda com infecgbes do
ambito hospitalar. Estes micro-organismos tém a capacidade de hidrolisar a uréia
formando amdnia, tornando a urina dos pacientes com infec¢Bes cronicas muito alcalinas,
0 que favorece para a formacdo de calculos renais devido a diminuicdo da solubilizacdo
do célcio (TRABULSI et. al., 1999; ANWAR e BOKHARI, 2003).

As Salmonellas sdo micro-organismos nao fermentadores da lactose, produtoras de gas
sulfidrico, méveis com flagelos peritriqgueos (KONEMAN et. al., 2001). A divisdo do
género das Salmonellas pode ser feito de acordo com os tipos soroldgicos, baseando-se na
composicdo antigéncia dos seus antigenos O (somatico), Vi (capsular) e H (flagelar). O
homem é o Unico reservatdrio natural de Salmonella typhi e Salmonella paratyphi. A sua
patogenicidade varia de acordo com o tipo sorolégico, idade e condi¢cdes de saude do
hospedeiro; sua capacidade invasora € um processo complexo, envolvendo tanto genes
cromossomais quanto plasmidiais (TRABULSI et. al., 1999; MIMS et. al., 1999;
SCHAECHTER et. al., 2002).

Quanto ao género Pseudomonas, sdo caracterizados por serem bastonetes Gram
negativos ndo fermentadores, aerébicos, madveis, oxidase positiva, capaz de descarboxilar
0s aminoacidos e de produzir pigmentos hidrossollveis como a pioverdina e piocianina,;
sdo encontradas amplamente no solo, na agua, nas plantas e nos animais (JAWETZ et. al.,
2002). Dentre as muitas espécies a Pseudomonas aeruginosa, evidencia-se pela sua

elevada resisténcia aos antimicrobianos e por causar infeccbes em individuos
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imunocomprometidos; é considerado um micro-organismo oportunista além de ser um dos
principais agentes de infec¢des hospitalares. O trato gastrointestinal é o principal sitio de
colonizacdo e reservatorio para a Pseudomonas aeruginosa, podendo ser encontrada
também em locais Umidos do corpo como orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo; em
pacientes hospitalizados a coloniza¢do pode ser bastante elevada. Este micro-organismo
causa infeccBes tipicamente oportunistas, em processos cirlrgicos, queimaduras, pos
cateterizacdo urinaria, pneumonias principalmente apds procedimentos de intubacdo,
podendo resultar em bacteremias severas (SOARES, 2005)

2.3. Resisténcia Microbiana

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo considerada um crescente problema de
salde publica mundial e 0 maior obstaculo para o sucesso de um tratamento, j& que
continua reduzir o nimero de antibiéticos com atividade disponiveis (BENGHEZAL et.
al., 2007; OLIVEIRA; SILVA, 2008).

A resisténcia bacteriana € um acontecimento pertinente a formacdo de cepas
resistentes aos antibidticos, que sdo capazes de se multiplicar mesmo na presenca de
concentragdes mais elevadas de antimicrobianos do que as doses provindo de doses
terapéuticas convencionais e ocorre devido a evolucdo natural dos microrganismos, além
do uso irracional destes agentes nas praticas médicas, agrarias e veterinarias
(WANNMACHER, 2004; HOEFLER et. al., 2006).

Apesar de todo empenho da comunidade cientifica, a descoberta de novos antibioticos
tem atingido sucesso limitado (WANG et. al., 2006). Véarias medidas tecnoldgicas sao
propostas para solucionar o problema das bactérias multirresistentes, dentre elas, a busca
por novos medicamentos ou protétipos oriundos de espécies vegetais (HAIDA et. al.,
2007).
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3. REFERENCIAL METODOLOGICO
3.1. Caracterizagdo das amostras

Foram analisadas as folhas da Graviola (Annona muricata L.), da Banana (Musa
sapientium L.), da Laranjeira (Citrus aurantium L.), e do Maracuja (Passiflora cincinnata
Mart.), na forma de extrato hidroalcoodlico em bactérias de interesse clinico causadoras de
infecgBes piogénicas, urindrias, intestinais e hospitalares: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus sp., Salmonella sp. e Pseudomonas
aeruginosa.

As amostras vegetais foram coletadas na microrregido de Campina Grande, a partir de
plantas adultas selecionadas, respeitando-se a época e o horério ideal da coleta. Em
sequida, as partes foram identificadas e acondicionadas separadamente em sacos tipo
Kraft e transportadas para os Laboratorios de Botanica e Farmacognosia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), campus |.

3.2. Obtencao dos Extratos Vegetais

O extrato foi obtido no laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB) campus I.

O preparo dos extratos hidroalcodlicos das referidas plantas seguiu a orientacdo do
processo da Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1929), adaptado por YOUNES et. al. (2001),
onde a secagem do material vegetal foi inicialmente realizada a temperatura ambiente e
completada em estufa a 50°C até obter-se um teor padrdo de umidade de 20%. As folhas
das plantas foram colocadas em contato com solucdo hidroalcodlica (alcool etilico 70%)
durante 72 horas, utilizando-se 0 método de percolacao para a realizacdo da extragdo.

3.3. Estudo da Atividade Antimicrobiana

3.3.1. Cepas e Preparo da Suspensao Microbiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos foram utilizadas cepas de S.
aureus, S. epidermidis, E. coli, Proteus sp., Salmonella sp, e P. aeruginosa, onde o
inoculo dos microrganismos foi adaptado e padronizado segundo a CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), através de cultivo de 24h em placas de Agar Miller
Hinton, onde uma al¢cada dos microrganismos, de coldnias isoladas, foi suspensa em
solucgdo salina disposta em tubos de ensaio, até a obtencdo da turvacédo igual a escala de

0,5 de McFarland, que equivale a aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL.
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3.3.2. Analise microbioldgica

A atividade antimicrobiana foi adaptada de Menezes et. al. (2009), sendo avaliado
pelo método de difusdo em Agar, processo de cavidade em placa. O meio de cultura foi
distribuido uniformemente nas placas, sendo estas dispostas em superficie nivelada para
assegurar que a camada de meio tenha profundidade uniforme de 60 mL de meio de
cultura. Apos a solidificacdo do Agar, o inoculo padronizado foi entdo distribuido na placa
com 0 meio de cultura com o auxilio de um “swab” estéril, retirando o excesso de liquido
comprimindo a ponta do “swab” sobre as paredes do tubo de ensaio.

Na técnica de perfuracdo em Agar, baseada em Ostrosky et. al. (2008), a remocéo do
meio de cultura sélido foi realizado com o auxilio de ponteiras estéreis formando assim
pocos com cerca de 6-8 mm de diametro, nos quais foi possivel aplicacdo dos extratos a
serem analisados da respectiva planta. Como controle negativo, utilizou-se solucéo
hidroalcodlica a 70% e como controle positivo para bactérias gram-positivas foram
utilizados a Penicilina G e a Oxacilina, para as bactérias gram-negativas foram utilizadas a
cefalotina e o cefepime, e para a Pseudomonas aeruginosa foi utilizado o Imipenem. O
ensaio foi realizado adicionando em cada pogo 50 uL dos referidos extratos. As placas
foram incubadas em estufa em estufa bacterioldgica a 37°C, durante um periodo de 24-48
horas. O ensaio foi realizado em duplicata.

Apbs o periodo de incubacdo, procedeu-se as leituras das placas medindo em
milimetros o diametro dos halos de inibicdo ao redor do pogo com o auxilio de
paquimetro. Onde foi considerado possuidores de atividade antimicrobiana, o extrato que

apresentou um halo de inibi¢do do crescimento igual ou superior a 10 mm de diametro.

3.3.3. Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos foram realizadas
diluicBes seriadas a partir do Extrato Bruto (100%), em 50% (1/2 ug.mL™), 25% (1/4
pg.mL™?), 12,5% (1/8 pg.mL™), e 6,25% (1/16 pug.mL™). Onde estas diluicdes foram
obtidas transferindo 5 mL do extrato bruto para 5 mL de agua destilada estéril em tubo,
obtendo a diluicdo 1/2 ou 50%, e partir desta foi se obtendo as demais dilui¢cGes até
obtencéo da diluicdo 1/16 ou 6,25%.

Em seguida, os extratos das plantas e suas dilui¢cbes foram distribuidos em cerca de 50

puL nos pogos para serem testados. Logo em seguida foram incubadas a 37°C, por um



19

periodo de 24-48 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado final
determinado pela média aritmética dos halos de inibi¢do. Foi estabelecida como CIM a
concentracdo do extrato capaz de desenvolver um halo de inibicdo do crescimento

microbiano maior ou igual a 10 mm de diametro, medido com o auxilio de paquimetro.
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4. DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Ap0s a anélise microbioldgica dos extratos, nas condi¢des do ensaio, evidenciou-se
que ndo houve atividade antimicrobiana para os extratos brutos da Graviola (Annona
muricata L.), da Banana (Musa sapientium L.), do Maracuja (Passiflora cincinnata
Mart.), e da Laranjeira (Citrus aurantium L) e suas diluicdes sobre nenhuma das cepas

analisadas.

Estes resultados estdo em concordancia com os relatados por Pedroso; Lunardello
(s/d.), em estudos semelhantes quando investigaram sobre a atividade antimicrobiana de
extratos etandlicos dos frutos de Annona muricata L. pelo método de difusdo de disco,
frente as 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
0 potencial antibacteriano da casca, nem tampouco das folhas da graviola. Por sua vez,
Chariandy et. al. (1999), utilizando extrato hidroalcodlico de folhas oriundas de Trinidad e
Tobago, com o método de difusdo em agar, encontraram resisténcia frente a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus faecalis. Em contra partida, estudos
realizados na India por Pathak et. al. (2010), avaliaram o efeito antimicrobiano dos
extratos metanodlicos 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, verificando
sensibilidade frente a bactérias Gram-positivas comoBacillus subtilis e Staphylococcus

aureus, e Gram-negativas como Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris.

O extrato de Musa saipentium L. estudado ndo inibiu o crescimento dos micro-
organismos, devido a parte da bananeira que possui alguma atividade antimicrobiana de
acordo com alguns autores é o fruto, especificamente sua casca sendo utilizada ainda
verde segundo mostrou os estudos de SANTOS et. al. (2012), LINO et. al. (2011),
ORHAN (2012), GOEL e SAIRAM (2002) e KARADI et. al. (2011). Mas de acordo com
algumas literaturas encontradas, certas espécies de Musa possuem por caracteristica
possuir algumas substancias com potencial farmacoldgico como acdo antioxidante,
antiulcerugénica, bactericida, fungicida, inseticida (FORMIGA, 2014) e com efeito

cicatrizante sobre feridas cirdrgicas como demonstrou o estudo de Alves; Machado (2011)
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que analisou o extrato da casca de Musa sapientium L. em feridas cirdrgicas

experimentais realizadas em ratos.

No estudo realizado com o extrato de Passiflora cincinnata Mart. ndo foi observado
atividade antimicrobiana, estudo reforcado por ARESI (2011) com 22 extratos, entre eles
5 eram do género Passiflora, mostrando que todos os extratos nao tiveram atividade sobre
as cepas. Porém GALVAO et. al. (2010) observaram pouco efeito inibitério antiflingico
sobre Candida albicans, quando testados com extratos aquosos.

O extrato hidroalcodlico bruto de Citrus aurantium L. ndo apresentou atividade
antimicrobiana divergindo dos estudos de Jacob e Sumathy (2010) que avaliaram e
comprovaram o seu efeito antimicrobiano contra E. coli, patégeno causador de distdrbios
gastrointestinais; Malaviya e Mishra (2011) estudaram a atividade antimicrobiana de
extratos aquosos e alcoolicos de frutas frescas atestando que o extrato do 6leo essencial de
Citrus auarantium L. foi eficaz contra E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtillis, e o extrato aquoso mostrou-se ativo frente a S. aureus, Bacillus subtillis e
Candida albicans. Em analises realizadas por Cavalcanti (2012) evidenciou que extratos
do 6leo essencial da fruta de Citrus aurantium apresentou atividade antifungica contra
algumas espécies do género Candida, devido esta atividade estar relacionada com alguns
tipos de compostos fendlicos (VINSON, 1998) e também a atividade antioxidante desses
vegetais sobre a atividade da peroxidase pode indicar algum potencial de inibicdo contra
bactérias do género Staphylococcus (OLIVEIRA, 2007).

Tanto para Auricchio e Bacchi (2003) quanto para Nascimento et. al. (2008), quando
se comparam estudos de plantas medicinais, é notoria a dificuldade de avaliacdo entre
resultados, pois a constituicdo quimica de espécies vegetais pode ser influenciada
qualitativamente e quantitativamente por varia¢6es climaticas e localizacdes geograficas.
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 a sua atividade bioldgica. Supde-se que alguns desses
fatores possam ter influenciado os resultados encontrados neste estudo. Estes fatores
podem gerar diferengas de concentracGes e proporcfes entre cada constituinte quimico,
podendo assim influenciar na elevagdo ou diminui¢do na producdo dos principios ativos
dos vegetais, como também ocasionar um sinergismos entre eles e entre os solventes

utilizados para a extracéo.



22

Segundo Violante (2008), dentre os métodos disponiveis para a determinacdo da
atividade antimicrobiana, os mais utilizados sdo: difusdo em Agar, diluicdo (macro e
microdiluicdes) e bioautograficos, Dentre estes, 0 ensaio por difusdo € o que apresenta
maiores problemas, pois muitas substancias ndo se difundem bem no meio de cultura,
interferindo assim, de forma significativa, na formacao e no tamanho dos halos de inibigéo
de crescimento. De modo que para se afirmar, categoricamente, que um determinado
produto € inativo, ou seja, ndo apresenta atividade antibacteriana o ideal seria que o

mesmo fosse testado por mais de uma metodologia.

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

devem ser investigados.
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5. CONCLUSAO

Verificou-se que o extrato hidroalcoolico das folhas de Graviola (Annona muricata
L.), da Banana (Musa sapientium L.), do Maracuja (Passiflora cincinnata Mart.), e da
Laranjeira (Citrus aurantium L) ndo apresentaram atividade antimicrobiana sobre os
micro-organismos testados o que ndo invalida totalmente este resultado, devido a
importantes fatores relacionados como o ambiente de cultivo, a coleta, 0 armazenamento,
0 método e tipo de extracdo, podem ter influenciado para este resultado. Sugerindo-se
entdo novos testes a partir da obtengdo de extratos com solventes de polaridades
diferentes, como também testes em conjunto com antibioticos, para saber se tal extrato

pode potencializar a acao de tal medicamento.
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EVALUATION OF ACTIVITY ANTIMICROBIANA OF FRUIT PLANTS ON
BACTERIA OF CLINICAL INTEREST

CORREIA, Hiarly Gongalves dos Santos*

VIEIRA, Karlete Vania Mendes?

ABSTRACT

Given the increasing microbial resistance to conventional therapy due to improper and
irrational use of antimicrobials, arises the need to search for new antimicrobial agents. In this
sense the medicinal plants are noted for possessing substances with therapeutic potential, and
then become-an alternative to this problem. Based on the above, the aim of this study was to
evaluate the antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts from the leaves of graviola
(Annona muricata L.), banana (Musa sapientium L.), orange (Citrus aurantium L.) and
passion fruit (Passiflora cincinnata Mart.) of clinical interest on bacteria causing infections
such as Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus sp.
Salmonella sp. and Pseudomonas aeruginosa; and to determine the minimum inhibitory
concentration of the extracts studied on these strains. The activity of the extracts was
determined by agar diffusion plate with Muller-Hinton using the method of front well to the
tested strains, with the aid of sterile tips, where it has been the application of the extracts that
were analyzed in the respective plant. As a negative control, hydroalcoholic solution 70%
was used as positive control and antibiotic disks were used, cefepime and cephalothin being
used for Gram-negative bacteria, penicillin G and oxacillin for Gram-positive and imipenem
for Pseudomonas aeruginosa. The assay was performed by adding to each well 50 pl of the
extracts where then the plates were incubated in bacteriological oven at 37 ° C for a period of
24-48 hours. For the Minimal Inhibitory Concentration test serial dilutions were made from
the crude extract (100%), 50% (1:2 pg.mL-1), 25% (1:4 pg.mL-1) 12.5 % (1:8 pg.mL-1) and
6.25% (1:16 pg.mL-1), testing the same according to the same technique. At the end of the
analysis we could see that none of the extracts as well as their dilutions showed antimicrobial
action on the options chosen for the study strains.

Keywords: Antimicrobial activity, medicinal plants hydroalcoholic extracts.
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