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RESUMO

Apesar dos avangos técnico-cientificos no campo da saide, as doencas infecciosas continuam sendo umas das principais causas de
morte em todo o mundo, sendo a resisténcia microbiana o principal agravante desse problema. As plantas medicinais possuem uma
composi¢ao muito rica em fitoquimicos que podem ser estruturalmente otimizados e processados em novos medicamentos. O
objetivo desse estudo foi investigar o potencial antibacteriano do extrato e fragdes preparadas a partir da casca do caule e das folhas
de Caryocar brasiliense Cambess, utilizando ensaios 7 witro. A triagem fitoquimica de plantas foi realizada usando métodos de
precipitacio e coloragio e a atividade antibacteriana utilizando o método de difusdao em disco e microdilui¢do em caldo contra cepas
padronizadas de Kiebsiella pnenmoniae, Escherichia coli, Psendomonas aeruginosa e Staphylococens anreus. Os resultados da triagem fitoquimica
revelaram a presenca de flavonoides, esteroides livres, triterpendides pentaciclicos livres, saponina e alcaloides. Neste estudo, os
extratos brutos e fracdes de C. brasiliense apresentaram efeito inibitério contra S. aurens, K. pneumomiae e P. aeruginosa com halos de
inibicdo que variou de 7,5+1,40 a 18,3£6,06 mm, sendo . aurens mais sensivel aos testes de difusdo em disco. Pela microdilui¢io em
caldo os extratos foram mais efetivos contra K. pruemoniae (Concentragio Inibitdria Minima (CIM) = 125-1000 pg/mL) seguido de S.
anrens (CIM = 250-1000 pg/mL). Os extratos foram inativos contra E. co/i. Com base nos resultados, os extratos de C. brasiliense podem
vir a ser agentes alternativos para o controle de infec¢Ges associadas a essas bactérias, apos estudos de toxicidade e testes 7 vivo.

Palavras-chave: pequi; compostos fitoquimicos; extratos vegetais; plantas medicinais; bactérias.

ABSTRACT

Despite the technical and scientific advances in the health field, infectious diseases continue to be one of the main causes of death
wortldwide, with microbial resistance being the main aggravating factor of this problem. Medicinal plants have a very rich composition
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of phytochemicals that can be structurally optimized and processed into new drugs. The objective of this study was to investigate the
antibacterial potential of the extract and fractions prepared from the stem bark and leaves of Caryocar brasiliense Cambess using 7n vitro
assays. Plant phytochemical screening was performed using precipitation and staining methods and antibacterial activity using disk
diffusion and broth microdilution method against standardized strains of Klebsiella pnenmoniae, Escherichia coli, Psendomonas aernginosa and
Staphylococcus aureus. The results of phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, free steroids, free pentacyclic
triterpenoids, saponin and alkaloids. In this study, the crude extracts and fractions of C. brasiliense showed inhibitory effect against S.
anreus, K. pnenmomiae and P. aernginosa with inhibition halos ranging from 7.5£1.40 to 18.326.06 mm, being . axrens more sensitive to
disc diffusion tests. By broth microdilution the extracts were most effective against K. pnuemoniae Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) = 125-1000 ng/mL) followed by S. aurens MIC = 250-1000 pg/mL). The extracts were inactive against E. ¢o/i. Based on the
results, C. brasiliense extracts may become alternative agents for the control of infections associated with these bacteria after toxicity
studies and 7z vivo testing.

Keywords: pequi; phytochemicals; plant extracts; plants, medicinal; bacteria.

1. Introdugao

Nas ultimas décadas, o aparecimento de resisténcia bacteriana representa uma das principais ameagas a
saude publica global (Munita & Arias 2016). Entre os patégenos mais comuns e oportunistas incluem
Psendomonas aernginosa (P. aernginosa), Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pnenmoniae) e Staphylococcus
anreus (8. aureus), os quais sao alvos dessa investigacao. InfeccOes causadas por essas bactérias resistentes,
resultam em maior duracdo de hospitaliza¢ao e representam uma carga economica significativa nos sistemas
nacionais de saide (Christaki et al. 2019).

Esse problema tem concentrado a comunidade cientifica na busca por novos compostos antimicrobianos.
Nesse contexto, encontrar alternativas adequadas as terapias antibidticas convencionais ¢ fundamental, onde as
plantas medicinais sio uma alternativa eficaz e de baixo custo (Baptista et al. 2018).

Dados da Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) mostram que cerca de 80% da populagao em paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para seus cuidados primarios de saude, no qual a maior parte
faz o uso de ervas medicinais, seus extratos e de seus principios ativos (Mishra et al. 2016). No mundo, o Brasil
¢ o pais com maior propor¢ao de biodiversidade (por volta de 15% a 20%) e detém valiosos conhecimentos
tradicionais associados ao uso de ervas medicinais (Ministério da Saude 2010).

Entre os potenciais fitoterapicos antimicrobianos que faz parte dessa diversidade bioldgica, esta o C.
brasiliense, um membro da familia Caryocaraceae conhecido popularmente como “pequi”’, “piqui” ou
“pequizeiro”. F uma espécie arbérea neotropical, nativa do Brasil, sendo uma das espécies mais representativas
do Cerrado, no qual estda amplamente distribuida nesse bioma (Gedcze et al. 2021).

Além do Cerrado, é encontrada na Amazonia, Caatinga e Mata Atlantica. Essa espécie oferece
oportunidades de desenvolvimento economico para essas regides, como a produgao de cosméticos, na industria
de alimentos e para fins medicinais (Amaral et al. 2014, Guedes et al. 2017). Sua producio de frutos é sazonal,
ocorrendo principalmente entre setembro e fevereiro (Guedes et al. 2017). Nutricionalmente, o fruto é bastante
rico e funcional, onde apresenta propriedades sensoriais como cor, aroma e sabor diferenciado em relagao a
outras frutas, e possui sabor agradavel (Bezerra et al. 2015).

Seu uso para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos ocorre devido ao alto teor de
compostos bioativos presentes em sua composicao com potencial terapéutico (Barroso et al. 2020). Na sua
composicao quimica, estudos mostram a presenca de flavonoides, taninos hidrolisaveis, alcaloides, terpenos,
saponinas, esteroides e cumarinas (Ribeiro et al. 2018, Bemfeito et al. 2020, Caldeira et al. 2021, Vargas et al.
2021).

Como resultado, importantes atividades farmacologicos desta espécie foram anteriormente relatadas, tais
como: antioxidante (Baptista et al. 2018, de Oliveira et al. 2018); antidiabética (Caldeira et al. 2021);
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antilipidémico (Silva et al. 2020); analgésica, anti-inflamatéria (Jorge Junior et al. 2020); anticolinesterasica (de
Oliveira et al. 2018); leishmanicida (de Paula-Junior et al. 2006); bem como, atividade antimicrobiana (Ribeiro
et al. 2018, Amaral et al. 2014).

Observado que o Pequi, espécie nativa do Brasil, é utilizada popularmente com finalidades medicinais, com
reconhecidos compostos que apresentam atividades bioldgicas diversas, e considerando a escassez de estudos,
este trabalho teve como objetivo investigar o potencial antibacteriano do extrato e fragdes preparadas a partir
da casca do caule e das folhas de C. brasiliense utilizando ensaios 7z vitro. Adicionalmente, foi realizada a

identificacdo dos potenciais constituintes bioativos.
2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta e identificacio de material vegetal

Para os testes, foram utilizadas folhas e casca do caule de C. brasiliense, coletados na regiao do Cerrado de
Sio Joao do Soter, Maranhao, Brasil (4°57'02.0"S 43°34'33.0"W). A planta foi identificada e uma exsicata foi
depositada no Herbario Professor Aluizio Bittencourt (HABIT) da Universidade Estadual do Maranhio
(UEMA) sob o voucher HABIT 4144. Registrada no Sistema Distribuido de Informagdo que Integra Dados
Primarios de Colegbes Cientificas (SpeciesLink) e cadastrada no Sistema Nacional de Gestio do Patrimonio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero AGA46ED.

2.2 Obtengao dos extratos vegetais

Ap6s a secagem a 2621°C, sob abrigo da luz, as folhas e a casca do caule foram moidas em moinho
de facas. A extracao foi feita por maceragao estatica das amostras em p6 (100 g cada) em 1000 ml de etanol 99%
(alcool etilico absoluto PA ACS, C.HeO/99,8%, Dindmica®) como solvente, em extrator de vidro (26£1°C). Os
extratos foram concentrados em evaporador rotativo (Solab SL-126), acoplado a uma bomba de vacuo

(Prismatec 132) para remogao dos solventes e obten¢ao do extrato bruto.

2.3 Fracionamento quimico

Os extratos etanolicos de C. brasiliense das folhas e da casca do caule foram suspensos separadamente em
uma mistura de metanol (alcool hidratado neutro PA, CH 3 OH, Dindmica ®) e agua destilada (2:3), e
submetidos sucessivamente ao processo de divisio liquido-liquido com Hexano (PA, C¢Hiy Dindmica ®),
Clorotérmio (PA, CHCls, Dindmica®) e Acetato de etila (PA, C4HsOo, Dindmica®).

Apbs a remogao dos solventes em evaporador rotativo (Solab SL-126), acoplado a uma bomba de vacuo
(Prismatec 132), foram obtidas quatro fragoes do extrato etanolico das folhas e casca do caule de C. brasiliense
em: Hexano (FHex), Cloroférmio (FCL), Acetato de etila (FAce) e Hidrometanol (FHi) (Uchoa et al. 2010).
Os extratos brutos em etanol e fra¢oes resultantes da particio foram submetidos a ensaios 7 vitro de atividade

antimicrobiana e analise fitoquimica.

2.4 Atividade antimicrobiana
2.4.1 Culturas microbianas

Os extratos vegetals foram testados contra as cepas padroes da American Type Culture Collection (ATCC), a
saber: K. pneumoniae ATCC 13883, E. coli ATCC 25922, P. aernginosa ATCC 27853 e . aureus ATCC 25923. Os

microrganismos foram ativados em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Kasvi) e incubados por 24 h a 36 = 1° C.
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Apbs esse periodo, as cepas foram semeadas em Trypric Soy Agar (TSA, Kasvi) por 24 h a 36 = 1° C. As cepas
bacterianas foram mantidas em repiques sucessivos em meio de cultura agar TSA durante os testes de

suscetibilidade 77 vitro.
2.4.2 Método difusao em disco

Para analise da atividade antimicrobiana foi realizado através do teste de difusio em disco em agar Muller-
Hinton (MH, Kasvi), segundo Bauer et al. (1966). Discos de papel filtro foram impregnados (15 pl.) com as
diferentes fracoes, que foram diluidas em Dimetilsulféxido (DMSO) a 10% na concentragao de 100 mg/mlL, e
entdo colocados na placa de agar previamente inoculada com cada cepa mencionada. Cada in6culo equivalia a
0.5 na escala de McFarland, aproximadamente 1.5X10°unidades formadoras de colénias (UFC/ml.). Foi
utilizado como controle positivo discos de antibiéticos de Ciprofloxacina (5 pg), e como controle negativo
DMSO a 10%. As placas foram incubadas invertidas em estufa microbiolégica (35+1°C por 24 h). Cada fracio
e em cada concentrac¢do foram testadas em triplicata.

Os halos de inibi¢io foram medidos em mm de diametro em areas onde nio era visivel o crescimento
microbiano e os resultados foram interpretados de acordo com diretrizes (Bauer et al. 1966, Soyingbe et al.
2018).

2.4.3 Determinagao da Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi realizada através da técnica de microdilui¢ao em caldo em placas com 96 pocos, de acordo com
as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (2015) usando resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-
ona-10-6xido) como indicador de viabilidade bacteriana. O indculo ajustado (0.5 McFarland) foi diluido em
caldo BHI duplo até a concentracio final de 10° UFC/mL por pogo.

A montagem do teste consistiu primeiramente na distribuicao de 100 uL. de BHI previamente inoculado
nos pogos da placa de microdilui¢io, em seguida, 100 uL. do extrato e fragcdes foram adicionados aos pogos da
linha A, homogeneizou-se e realizou-se dilui¢cdes seriadas até a linha G, obtendo-se as concentrac¢des finais de
4000, 2000, 1000, 500, 250, 125 ¢ 62.5 pg/mL. Apds 24 h de incubagio, foram adicionados 20 uL de resazurina
(0.01%) e ap6s 1 h de reacio, as leituras foram realizadas. Todos os testes foram realizados em triplicata. Foram
realizados também os seguintes controles: controle negativo (meio de cultura, DMSO e inoculo); controle
positivo (meio de cultura, antibidtico ciprofloxacina e inoculo); controle de crescimento (meio de cultura com
inoculo e sem antibiético ou extrato) e controle de esterilidade (BHI sem inoculo e extratos vegetais).

Para a analise de resultados, considerou-se boa atividade inibitéria, quando o valor de CIM foi menor que
100 pg/mlL, atividade inibitétia moderada, entre 100-500 pg/mlL, atividade inibitéria fraca, entre 500— 1000
ng/mlL, e auséncia de atividade inibitéria, quando maior que 1000 pg/mL (Holetz et al. 2002).

2.5 Andlise fitoquimica

A prospeccao fitoquimica de metabolitos secundarios no extrato etandlico e fragcdes de C. brasiliense foi
realizada de acordo com reagdes qualitativas de precipitagao e coloragdo em tubo de ensaio, segundo Matos
(2009). A presenca de taninos, flavonoides, esteroides, triterpendides, saponinas e alcaloides foi
investigada. Todos os testes foram realizados em tubos de ensaio contendo 2 mL de cada fragao separadamente,
em triplicata. Como controle, foi utilizada agua destilada no lugar das fragdes de extrato.

Para o teste de tanino, 150pL de cloreto férrico (FeCls, 5%) foram adicionados aos tubos e agitados em
vortex (Coleman) por 5s; a presenca de taninos hidrolisaveis ¢ indicada pelo aparecimento de precipitado azul

e taninos condensados em precipitado verde.
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Na identificacdo dos flavonoides foi realizado através do teste de Shinoda. Foram adicionados 100mg de
magnésio (Mg) e 2 mL de acido cloridrico (HCl, PA). O término da reacio ¢ indicado pelo fim da efervescéncia,
onde a presenca de flavonoides ¢ confirmada pela coloragdao vermelha ou marrom.

Para testar esteroides e triterpendides foi realizado através da reacdo de Lieberman-Burchard. Em 2 mL
do extrato foi adicionado 3 mL de cloroférmio (CHCls, PA), 2 mlL de anidrido acético (CsHeO3) e 150uL de
acido sulfurico (H.SOy), de forma cuidadosa agitada repetidamente e observada o aparecimento de coloragdo; o
aparecimento de cor azul seguido de verde permanente indica a presenca de esteroides livres, enquanto o azul
seguido de vermelho indica triterpenoides pentaciclicos livres.

Para os testes de saponina, foram adicionados 2mL de CHCl; e 5 mL de agua destilada, agitando em vértex
por 3 min; a formacao de espuma persistente indica a presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

No teste de alcaloides, foram adicionados 3 mL de HLC 10% e aquecido por 10 minutos a 100£1,0°C.
Logo apods, o extrato foi resfriado a temperatura ambiente. Nos tubos de ensaio foram inseridas 250uL. do
reativo de Wagner (1,27 g de I, (iodo) e 2g de iodeto de potassio (KI) diluido em 5 mlL de agua destilada,
completando-se para 100 mL) e homogeneizou-se manualmente por 1 minuto. Uma leve turbidez ou
precipitado se forma no fundo do tubo, apresentando coloragao (roxa a alaranjada, ou branco, creme e marrom)

evidenciando a presenca de compostos alcaloides (Kloss et al. 2016).

2.6 Anilise estatistica

Os dados gerados a partir do efeito antibacteriano dos extratos vegetais foram inseridos no Microsoft
Excel para computar estatisticas descritivas de média e desvio padrao do diametro médio dos halos de inibicao.
Esses dados foram entdo exportados para o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0, cujos dados
que apresentaram normalidade (Teste de Shapiro Wilk) e homogeneidade (Teste de Levene) foram analisados
pela analise de variancia Two way ANOVA complementado pelo teste de comparagdes multiplas post-hoc de
Sidak. Cujos dados que ndo atenderam a esses pressupostos, foram analisados através do teste de Kruskal-
Wallis complementado pelo teste de Bonferroni. Em todos os testes o nivel de significancia adotado foi de 5%

(p<0,05).
3. RESULTADOS

3.1 Andlise fitoquimica

A prospeccio fitoquimica das classes de metabolitos secundarios da folha e casca do caule de C. brasiliense
sao mostradas na Tabela 1. Os taninos hidrolisaveis, taninos condensados e fendis ndo estavam presentes em
nenhuma parte desta espécie. Existem flavonoides em todas as fragdes da folha de C. brasiliense, enquanto que,
na casca do caule este grupo de metabolito secundario estava presente somente na FBr e FHi.

Os esteroides livres ocorrem somente na FHex e FHi das folhas, enquanto que os triterpenoides
pentaciclicos livres estavam presentes nas fracoes FBr e FCl das folhas; e FBr, FHex, FCl e FHi da casca do

caule. As saponinas e alcaloides estavam presentes em todas as fragcdes das folhas e casca do caule de C. brasiliense.

Tabela 1. Analise da composigao fitoquimica do extrato etandlico bruto e fragdes das folhas e casca do caule de C. Brasiliense.
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Compostos Folhas Cascado caule
FBr FHex FCI FAce FHi FBr FHex FCI FAce FHi
Taninos hidrolisaveis - - - - - - - - - -
Taninos condensados - - - - - - - - - -
Fendis - - - - - - - - - -
Flavonoides + + + + + + - - - +
Esteroides livres - + - - + - - - - -
Triterpendides + - + - - + + + . +
pentaciclicos livres
Saponina + + + + + + + + + +
Alcaloides + + + + + + + + + +

Reacao: presente (+); ausente (-); FBr: Fragao Bruta; FHex: Fragdo Hexanica; FCI: Fragao cloroférmica; FAce: Fragao Acetato de Etila; FHi: Fragao

Hidrometanolica.

3.2 Atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana do extrato bruto e fracoes das folhas de C. brasiliense sao
mostrados na Tabela 2. De acordo com o estudo, todos os extratos tiveram atividade contra S. aureus, P.
aernginosa e K. penumoniae, com halos de inibi¢ao variando de 7,5+1,40 a 18,3+£6,06 mm. Os extratos nao tiveram
atividade contra E. c/i. A maior atividade inibitoria foi observada contra S. aurens e K. pneunoniae da FCl com

halos de inibi¢ao que variaram de 18,1£5,31 e 18,3£6,06 mm, respectivamente.

Tabela 2. Média e desvio padréo dos didmetros dos halos de inibigo dos extratos bruto etandlico das folhas e fragées de C. brasiliense.

FragGes S. Aureus P. Aeruginosa K. Pneumoniae E. Coli
ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 13883 ATCC 25922
Zl C+ VA C+ VA C+ VA C+
FBr 13,9+1,58 30 7,5%1,40 24 9,0+0,98" 35 NA 33
FHex 15,5+2,142 30 8,011,722 24 14,9+5,69¢ 35 NA 33
FCI 18,1+5,31° 30 9,0+2,59"f 24 18,3+6,06" 35 NA 33
FAce 15,6+2,78¢ 30 8,1+2,00% 24 15,2+3,679 35 NA 33
FHi 16,3+2,40 30 8,0+1,91¢ 24 14,0+1,84 35 NA 33
Dados estatisticos p-valor = 0,000

Os resultados séo expressos como média + desvio padréo dos ensaios em trés réplicas. Os sobrescritos com letras iguais (a, b, ¢, d, e, f, g, h)
representam dados que diferem entre si (p<0,05) pelo teste Two Way ANOVA; FBr: Fragao Bruta; FHex: Fragdo Hexanica; FCI: Fragao Cloroférmica;

FAce: Fragao Acetato de Etila; FHi: Fragdo Hidrometandlica; ZI: Zona de Inibicdo; C+: Ciprofloxacina; NA: Nao ativo.

Observou-se que a suscetibilidade entre cepas bacterianas aos extratos das folhas diferiu significativamente
(»<0,05) (Tabela 2 e Figura 1). A FCl apresentou média significativamente maior em compara¢ao com o extrato
bruto das folhas contra K. pnuemoniae. Na comparagao entre as cepas bacterianas, a FHex, FCl, FAce e FHi
contra S. aurens, a FHex, FCl e FAce contra K. pneumoniae, apresentaram média significativamente maior quando

comparadas com as fragdes contra P. aeruginosa.
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S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae
Em Extrato etandlico B Fragao acetato de etila
Bl Fracgao hexanica Ciprofloxacina
Bl Fragao cloroférmica mm DMSO 10%

Em Fracao hidrometandlica

Figura 1. Comparagéo dos didmetros médios dos halos de inibi¢do do extrato bruto etandlico e fragdes das folhas C. brasiliense.
*: Dados que expressam atividade antibacteriana significativamente maior (p<0,05) pelo teste de Two Way ANOVA.

O efeito antibacteriano dos extratos da casca do caule de C. brasiliense é mostrado na Tabela 3. A atividade
antibacteriana foi observada contra S. aureus, K. pneumoniae e P. aernginosa, com halos de inibi¢ao que variaram
de 8,3%11,53 a 15,0£5,29 mm. O extrato etandlico e as diferentes fracdes ndo mostraram nenhum efeito sobre
E. coli. O extrato bruto e fragoes exibiram maior atividade contra S. aurens com maior halo de inibicao de
15,0+5,29 mm na FAce, seguido da FCI (14,3£4,9 mm) e FHi (12,7£1,53 mm).

Tabela 3. Média e desvio padréo dos didmetros dos halos de inibigdo dos extratos bruto etandlico da casca do caule e fragées de C. brasiliense.

Fracdes S. Aureus P. Aeruginosa K. Pneumoniae E. Coli
ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 13883 ATCC 25922
Zl C+ Zl C+ VA C+ VA C+
FBr 12,0+0,00 32 9,7+0,58 30 8,3+1,53 30 NA 30
FHex 11,3+0,58 32 11,0+1,00 30 8,7+1,53 30 NA 30
FCI 14,3+4,9% 32 9,0+0,00? 30 9,0+1,00° 30 NA 30
FAce 15,0+5,29¢d 32 9,0+1,00¢ 30 8,7+1,15¢ 30 NA 30
FHi 12,7+1,53¢ 32 8,3+0,58¢ 30 8,7+0,58 30 NA 30
Dados estatisticos p-valor = 0,000

Os resultados s&o expressos como média + desvio padréo dos ensaios em trés réplicas. Os sobrescritos com letras iguais (a, b, c, d, ) representam dados
que diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. FHex: Fragdo Hexanica; FCI: Fragdo Cloroférmica; FAce: Fragdo Acetato de Etila; FHi: Fragéo

Hidrometandlica; ZI: Zona de Inibigdo; C+: Ciprofloxacina; NA: N&o ativo.

Observou-se que a atividade dos extratos da casca do caule diferiu significativamente (p<0,05). O teste de
Kruskal-Wallis mostra que a FCl e FAce contra §. aureus, apresentaram diferencgas estatisticamente significativas
quando comparadas com as referidas fracdes contra P. aeruginosa e K. pnuemoniae. Além disso, a FHi contra S.
anreus apresentou melhor atividade inibitéria quando comparada com a FHi contra P. aeruginosa (Tabela 3 e

Figura 2).
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Figura 2. Analise comparativa dos halos de inibigéo do extrato bruto etandlico e fragdes da casca do caule de C. brasiliense.

*: Dados que expressam mediana significativamente maior (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Para verificar se houve diferencas entre as fracoes da casca do caule e folhas de C. brasiliense foi realizado
o teste de Kruskal-Wallis. A FCI da folha apresentou média significativamente maior que a FBr, FHex, FCI,
FAce e FHi da casca do caule contra K. preumoniae (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Analise comparativa dos halos de inibigdo entre os extratos das folhas e casca do caule de C. brasiliense.
Os dados com letras iguais (a, b, ¢, d, ) representam resultados que diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. *: Folhas; 2: Casca do caule;

FBr: Extrato Bruto; FHex: Frag@o Hexanica; FCI: Fragdo Cloroférmica; FAce: Fragdo Acetado de etila; FHi: Fragdo Hidrometandlica.

3.3 Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

Os valores de CIM (expressas em pg/ml) dos extratos de C. brasiliense obtidos a partir de testes
antibacterianos usando o método de microdiluicio em caldo sdo apresentados na Tabela 4. A atividade
antibacteriana mais potente foi exibida contra K. pnenmonia com valores de CIM a 125 pg/ml. na maioria das
fracdes testadas. Para a P. aeruginosa o menor valor foi registrado na FHex da casca do caule a 125 pg/ml.,
enquanto que nas outras fracdes da casca do caule e folhas a maior parte apresentaram atividade fraca (1000
ug/mL). Para S. aurens a atividade mais potente foi registrada na FAce das folhas a 250 pg/ml., nas demais

fracoes a maior parte apresentaram atividade moderada. Para E. /i todos as fragoes apresentaram inatividade
(CIM >1000 pg/MI).

Tabela 4. Valores da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos bruto e fragées das folhas e casca do caule de C. brasiliense.
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Bactérias Extratos CIM (ug/mL)

Folhas Casca do caule

FBr FHex FCI FAce FHi FBr FHex FCI FAce FHi
K. pneumoniae 125 125 125 1000 250 250 125 1000 500 125
ATCC 13883
P. aeruginosa 500 2000 1000 500 2000 1000 125 1000 1000 500
ATCC 27853
S. aureus 500 500 500 250 500 500 500 1000 1000 500
ATCC 25923
E. coli 2000 4000 2000 4000 4000 4000 2000 4000 4000 4000
ATCC 25922

FBr: Fragao Bruta; FHex: Fragdo Hexanica; FCI: Fragao Cloroférmica; FAce: Fragao Acetato de Etila; FHi: Fragdo Hidrometandlica; CIM: Concentragéo

Inibitéria Minima; pg/mL: microgramas por mL.

4. Discussio

Neste estudo, os extratos brutos e fracoes de C. brasiliense apresentaram efeito inibitorio contra trés das
quatros espécies bacterianas analisadas, indicando a importancia de estudos de bioprospec¢ao em vegetacao do
Cerrado.

Nos testes, a melhor agao inibitéria foi exibida contra K. pueumoniae e S. anrens. E menor resposta contra P.
aeruginosa. Os extratos apresentaram inatividade contra E. c/i. A maior resisténcia dos organismos Gram-
negativos ocorre devido a complexidade da membrana. Essas bactérias tém uma membrana adicional, a
chamada membrana externa, que limitam a difusio de compostos bioativos, o que pode explicar esses achados
(Joshi 2018).

O efeito inibitorio dos extratos de C. brasiliense foi verificado em outros estudos. Da Silva Machado et al.
(2018) avaliaram o potencial antibacteriano do extrato aquoso da folha de C. brasiliense frente aos
microrganismos E. coli (ATCC25922), S. aurens (ATCC25923) e P. aeruginosa (ATCC27853) e apresentou
atividade inibit6ria apenas sobre a S. aurens. Diferentemente dos resultados dos extratos aqui testados, que
além de S. aurens, mostraram a presenca de atividade contra P. aernginosa. De Pinho et al. (2012) também
reportaram resultados diferentes, os extratos hidroalcodlicos da casca usados na dose de 500 mg/mL nio
mostraram inibi¢ao quando testados contra as cepas de referéncia de S. aureus.

Por outro lado, pesquisas descrevam efeitos divergentes dos extratos quando comparados com os
resultados desse estudo contra isolados de E. /i pelo método de difusio em agar. Os estudos de Ribeiro et
al. (2018) e Borges et al. (2020), testaram as folhas de C. brasiliense contra isolados padronizados e nio
padronizados de E. co/i e observaram a presenca de atividade inibitéria.

Com relacao a microdiluicao em caldo, os resultados mostram atividade de moderada a fraca (125-1000
ug/mL) sendo K. pnuemoniae ¢ S. aurens mais sensiveis aos testes na maioria das fracoes (atividade moderada).
Para P. aeruginosa a atividade foi considerada fraca (1000 pg/ml) na maior parte das fracoes e para E. coli os
extratos foram inativos (CIM >1000 pug/mL).

Ribeiro et al. (2018) encontraram resultados semelhantes para S. aureus, o extrato etanolico das folhas de
C. brasiliense foi capaz de inibir a referida cepa a 270 pg/ml. No entanto, apresentaram atividade para E. co/i a

270 pg/ml., enquanto nossos tesultados mostram inatividade.
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E importante destacar que os extratos de C. brasiliense apresentaram CIMs mais baixas contra cepas testadas
do que outros estudos. De Paula-Junior et al. (2000) relataram que o extrato hidroetandlico das folhas de C.
brasiliense exibiu valores de CIM de 4 mg/mlL contra P. aeruginosa (ATCC27853) e S. aureus (ATCC25923) e
Amaral et al. (2014) descreveram CIMs supetiores de C. brasiliense contra S. anrens ATCC 6538 (22,5 mg/mlL).
Nesses estudos os extratos apresentaram inatividade contra as cepas citadas, tendo em vista a necessidade de
uma alta dose do produto natural para inibir o crescimento microbiano. Diferentemente dos nossos resultados,
que foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus, K. pnenmoniae e P. aeruginosa com valores de CIM < 1000
ug/mlL.

Essas diferengas observadas em ambos os métodos podem estar associadas a composi¢ao bioquimica e
polaridade dos solventes utilizados. As interagdes e as diferencas dos constituintes dos extratos poderiam
explicar seus espectros de agao contra bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas (Barbosa-Filho et al. 2015,
Ribeiro et al. 2018). De Pinho et al. (2012) acrescentam que essas diferencas sao decorrentes de fatores de
concentra¢ao do extrato, qualidade do vegetal utilizado, época do ano, qualidade do solo, teor de metabdlitos
secundarios, indice pluviométrico, sazonalidade, etc. Todos esses fatores, poderiam elucidar o motivo de outros
estudos terem encontrados resultados distintos, mesmo utilizando a mesma espécie para os testes.

Com relagdo as analises fitoquimicas, os alcaloides foram os compostos marjoritarios e os flavonoides
estavam presentes na maioria das fragoes testadas. Acredita-se que esses compostos foram os responsaveis pela
atividade antimicrobiana observada (Ribeiro et al. 2018, Amaral et al. 2014, Andrade-Ochoa et al. 2015,
Miklasinska et al. 2010).

Segundo a literatura, os principais constituintes de C. brasiliense sao flavonoides e terpendides, compostos
quimicos identificados como agentes antimicrobianos. O galato de etila foi o flavonoide isolado em alto
rendimento do extrato etandlico bruto da fruta de C. brasiliense, o que sugere que esse composto pode ser
responsavel pela atividade antimicrobiana (Ascari et al. 2010, Amaral et al. 2014, Andrade-Ochoa et al. 2015,
Miklasinska et al. 2016). Além desses compostos, Barbosa-Filho et al. (2015), acrescentam que os alcaloides sao
conhecidos por serem responsaveis pela atividade antimicrobiana da maioria dos vegetais.

Com relagao aos membros da familia Caryocaraceae, outra espécie de pequi (Caryocar coriacenn Wittm), a
casca e a polpa de frutos maduros foram testadas quanto ao potencial antifingico pelo método de microdilui¢ao
em caldo e foram eficazes contra seis cepas de patégenos. Os autores associaram os flavonoides quercetina,
rutina e isoquercitrina como indicadores importantes dessas atividades. A biodisponibilidade da isoquercitrina
mostrou-se superior a dos outros dois flavonoides (Alves et al. 2017).

Outro estudo realizado por de Lacerda Neto et al. (2017) com essa mesma espécie de pequi mostram que
os extratos hidroalcodlico das folhas de C. coriacenr apresentaram atividade inibitéria contra E. coli
(ATCC25922), S. aurens (ATCC12692) e P. aernginosa (ATCC15442) (determinadas por ensaios de difusio em
agar). Os resultados mostraram que os extratos hidroalcodlico das folhas é composto principalmente por
flavonoides (89,68 mg/g). A presenca de rutina e quercetina foi confirmada pela técnica de cromatografia em
camada delgada pelo referido estudo.

Esses resultados mostram que os flavonoides sio compostos comuns na familia Caryocaraceae. Sendo a
rutina, isoquercitrina, galato de etila e quercentina os compostos principais, e sao associados com a atividade
antimicrobiana observada nessa familia. Com base nos resultados, os extratos de C. brasiliense podem vir a ser
agentes alternativos para o controle de doengas associadas a essas bactérias, apos estudos de toxicidade e testes

n vivo.
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5. Consideragdes Finais

Os resultados mostram que os extratos de C. brasiliense podem ser fontes potenciais de agentes naturais
contra K. pneumoniae, S. aunreus e P. aernginosa. Sendo as cepas de K. pneumoniae e S. anreus mais sensiveis aos testes.
A presenca de compostos flavonoides e alcaloides podem ser os principais responsaveis pelo efeito
antibacteriano observado.

Esses patogenos estio associados a varios processos infecciosos em humanos e representa um problema
de satde publica no mundo. Portanto, mais pesquisas sao necessarias para explorar as propriedades biologicas
apresentadas pelo extrato de folhas de C. brasiliense em modelos zn vivo, para que possam serem utilizados

clinicamente no controle dessas bactérias.
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