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AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Annona muricata L.

Samyre Hellen Costa Nascimento®, Rakel Olinda Macedo 2.
RESUMO

O seguinte trabalho objetivou avaliar o potencial antibacteriano e modulador do 6leo essencial
de Annona muricata (graviola), frente a cepas bacterianas padrdo e multirresistentes de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, este extraido pela metodologia de hidrodestilacao.
Trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo tendo como material de analises as
folhas de Annona muricata. O potencial antibacteriano do 6leo essencial como a modulagéo
utilizando os antibioticos amicacina e gentamicina foram analisados através do método de
Contato gasoso. Nos resultados ndo foi possivel observar acdo antibacteriana e moduladora
frente as bactérias padrdo e multirresistentes perante a metodologia utilizada. Portanto, é
necessario que sejam realizados mais estudos com plantas com potenciais fitoterapicos como
a Annona muricata a partir de novas metodologias frente a estas cepas bactérianas e outros
tipos de antibidticos na tentativa de evidenciar seus efeitos.

Palavra chave: Annona muricata, Antibacteriana, Modulacao.

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF
THE ESSENTIAL OIL OF Annona muricata L.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antibacterial and modulatory potential of the
essential oil of Annona muricata (graviola) against standard bacterial and multiresistant
strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus of clinical importance. It is an
experimental study of quantitative character having as an analysis material the leaves of
Annona muricata. The antibacterial potential of the essential oil as the modulation using the
antibiotics amicacin and gentamicin were analyzed by the gaseous Contact method. In the
results it was not possible to observe antibacterial and modulating action against standard and
multiresistant bacteria. It is therefore necessary to carry out further studies with plants with
potential herbal remedies such as Annona muricata from new methodologies, using other
bacteria and other types of antibiotics in order to potentiate their effects.



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais consistem em toda espécie a qual possui principios ativos com
capacidade de contribuir para o tratamento ou cura de determinada patologia (BRASIL,
2010). O uso das mesmas tem se destacado a cada dia no mundo, a partir de suas fungdes
terapéuticas, sendo bastante notorio no Brasil (PERON et al., 2008).

A utilizacdo destas no tratamento de varias patologias tem despertado o interesse para
a realizacéo de estudos com intuito de isolar novos compostos com agao antibacteriana ou que
possuem capacidade de reduzir os casos de resisténcia aos antibidticos (NCUBE; FINNIE;
STADEN, 2012; SIMOES, 2007).

A familia Annonaceae se destaca por possuir uma diversidade de géneros e espécies,
destacando- se no Brasil um nimero de 30 géneros e 260 espécies (SILVA; NETA, 2010),
dentro destes se destaca 0 género Annona por possuir um alto valor farmacoldgico e
econémico produzindo um cultivo e comercio de grande escala (LAGE, 2011).

Entre as diversas espécies de plantas medicinais, a graviola (Annona muricata),
conhecida também como Araticum de comer, Jaca do Pard e Condessa, é frequentemente
utilizada na forma de infusdo contra dores de cabeca, insonia, cistite e a partir de estudos
comprovados possui uma eficiente acdo antioxidante e antiparasitaria (BASKAR et al., 2007;
HOLANDA et al., 2014; OLIVEIRA, 2012).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos podem vim a ocorrer de
forma natural e adquirida, a primeira ocorrendo a partir da adaptacdo das bactérias a tais
drogas, podendo promover um aumento na disseminacdo das mesmas devido ao uso
indiscriminado desses farmacos, no entanto a forma adquirida ocorre através dos processos de
mutacdo, transformacdo, transdugdo, conjugacgédo e transposicdo alterando assim a estrutura
genética destas, diante disto facilitando a resisténcias de espécies como Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa e Staphylococcus aureus (SILVEIRA et al., 2006; SANTOS, 2004;
VAZ, 2009).

Através da realizacdo de estudos, observou-se uma eficiente acdo desta planta
contra varios processos patolégicos a partir de uma variedade de constituintes secundarios,
presente na composicdo da mesma (CORIA- TELLES et al., 2016; LIMA, 2007) e uma
grande importancia em estudos sobre a atividade moduladora exercida por uma variedade de
produtos naturais (GIBBONS, 2005). Diante disto objetivou-se avaliar a acdo antibacteriana e

moduladora do 6leo essencial de Annona muricata.



2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Este trabalho trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo, no qual, as
folhas de Annona muricata foram coletadas no municipio de Milagres, Ceara, Brasil e uma
exsicata da espécie foi depositada no Herbario Dardano Andrade de Lima, na Universidade

Regional do Cariri, Crato-Ceara.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Annona muricata:

A extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de Annona muricata foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo utilizando o aparelho tipo Clevenger, onde as folhas foram
trituradas e colocadas em um baldo de vidro de 5,0 L juntamente com 2,5 L de dgua destilada,
permanecendo em ebuli¢do por 2 horas. Foi adicionado sulfato de sédio anidro (Na,SO,) ao
Oleo essencial obtido e este foi armazenado sob refrigeracdo (-4 °C) para conservacdo da

amostra até a realizacdo das analises.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR CONTATO GASOSO

Para realizacdo deste teste foram utilizadas as linhagens bacterianas padrdo de
Escherichia coli ATCC 10536 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 cedidas pelo Instituto
Oswaldo Cruz e as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Escherichia coli 27 e
Staphylococcus aureus 358. Todas as linhagens foram mantidas em Agar infusdo de coragao
(HIA). Para os testes disco-difusdo em &gar, as linhagens foram suspendidas em tubo de
ensaio com solucéo salina para obter uma suspensao com turvacao equivalente a 0,5 da escala
de McFarlland (1 x 10® UFC/mL). Os meios de cultura para realizacdo dos testes foram
adquiridos de HIMEDIA, India.

Em placas de Petri contendo o meio Mueller Hinton &gar, foi realizada a semeadura
em tapete dos microrganismos. O Oleo essencial de Annona muricata foi utilizado na
concentracdo de 100%, e para avaliar interagcdo dos mesmos foi feita uma solucdo na
proporcdo de 1:1. Um disco de papel absorvente semelhante aos discos para 0s testes de

antibiograma foi colocado por cima do semeio e na tampa de cada placa foi acrescentado



10uL do o6leo. As placas foram incubadas em estufa por 24h a 37°C. Para determinago dos
halos de inibi¢do foi utilizada uma régua milimetrada. Todos os testes foram realizados em
triplicata (SILVA; CARVALHO; MATIAS, 2016).

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA POR CONTATO GASOSO

O ensaio para avaliacdo da atividade moduladora ocorreu de acordo com o0 método do
contato gasoso modificado por Inouye, Takizawa e Yamaguchi (2001). Em placas de Petri
contendo Mueller Hinton &gar foi realizada a semeadura em tapete dos microrganismos. Na
base das placas inoculadas com bactérias foram adicionados os discos de antibidticos
amicacina 30ug e gentamicina 10ug, os quais, foram obtidos de LaborClin, Brasil . Na tampa
de cada placa foi acrescentado 10uL do 6leo essencial, de forma que através da volatilizagéo,
possa ocorrer interacdo com os discos de antibi6ticos. Outras placas contendo os discos de
farmacos, mas sem o dleo, foram também preparadas e apds essa etapa, todas as placas foram
incubadas por 24h a 37°C. Com uma régua milimetrada foram medidos os halos de inibicédo
dos antibidticos na presenca e na auséncia dos Oleos testados, para determinacdo de

sinergismo ou antagonismo. Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.6 ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES MICROBIOLOGICOS

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo, avaliados estatisticamente
através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni, utilizando o programa
Microcal Origin 6,0 para Windows, onde as diferengas foram consideradas significativas
quando p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise estatistica realizada com o 6leo essencial de Annona muricata, evidenciou-
se que através do método de contato gasoso ndo houve atividade antibacteriana ou
moduladora com antibidticos utilizados, pois ndo houve formacdo de halos no teste
antibacteriano e em rela¢do & modulagéo nao houve alteracdo no tamanho dos halos formados,

na presenca do produto.



Segundo Gurgel et al. (2014) o clima e solo apropriado para evolucdo desta espécie é
um dos fatores mais importantes, como um clima tropical ou subtropical com solos
profundos, drenagem e pH adequado entre 5,5-6,0, no entanto as extracdes das folhas nédo
foram realizados em regido com tais caracteristicas, sendo o solo da mesma de baixa
fertilidade e clima chuvoso, tendo em vista que isso possa ter interferido no resultado.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Matias et al. (2018)
utilizando a espécie Cordia verbenacea, ndo sendo observado efeito antibacteriano utilizando
a metodologia de contato gasoso.

Estudos realizados por Pathak et al. (2010) na india, a partir do método de difusdo em
agar, avaliaram o efeito antimicrobiano apresentado pelos extratos metanolicos e aquoso das
folhas da gravioleira frente Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumonia e Enterobacter aerogenes, mostrando uma
sensibilidade frente a bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, e Gram-
negativas como Proteus vulgaris e Klebsiella pneumoniae, diferentemente do presente estudo,
em que ndo foi observado acdo antibacteriana.

Avaliando o potencial bactericida de extratos etanolicos e aquoso da casca de Annona
muricata (graviola) frente a bactérias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio
cholerae e Salmonella enteretidis, Vieira et al. (2010) mostrou através do método de difuséo
em disco de Kirby-Bauer modificado que a partir do extrato aquoso houve efeito bactericida
para Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae, porém os extratos etandlicos ndo mostraram
acdo antibacteriana nas linhagens testadas, como foi observado com o dleo essencial no
presente estudo.

Esses resultados demostraram que o produto utilizado também pode causar uma
divergéncia nos resultados, devido a presenca de diferentes constituintes quimicos que pode
ou ndo contribuir para a atividade esperada. Segundo Martins et al. (2010) trabalhos
realizados com a mesma planta apresentam resultados distintos diante da atividade
antibacteriana. De modo que é importante analisar as formas utilizadas para os experimentos
em questdo, dentre elas: a temperatura, a técnica do teste escolhida para avaliacdo, tempo de
incubacgéo e microrganismos em questao.

Indcio (2017) mostrou através do seu estudo utilizando a metodologia de
microdiluicdo, a partir do extrato metanolico de Annona murica L. em associacdo ao
antibiético amicacina um efeito sinérgico para Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, dando énfase no teste realizado com Pseudomonas aeruginosa que teve

sinergismo mais significante em relagdo as outras bactérias (p<0,001). Costa et al. (2008)



mostra através de seu estudo que o 6leo essencial de Rollinia leptopetala da familia anonacea
apresentaram efeito modulador diferentemente do presente estudo.

No entanto estes utilizaram diferentes metodologias, espécie de plantas e tipos de
bactérias para a realizacdo da pesquisa 0 que pode ter contribuido para a diferenca nos
resultados, mostrando que o método, espécies e outros fatores tém total influencia no efeito
esperado.

Embora existam muitos estudos realizados a respeito da atividade antibacteriana do
género Annona, ainda é considerado baixo o numero de artigos que relatam o efeito
modulador desta espécie em associagdo com alguns tipos de antibidticos utilizados na clinica,
sendo necessarias outras pesquisas relacionada a esta acdo (SHAHVERDI et al., 2007
ROSATO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

4 CONCLUSAO

O 6leo essencial das folhas de Annona muricata ndo demonstrou efeito antimicrobiano
nem modulador significativo frente as bactérias testadas perante a metodologia realizada,
sendo assim relevantes para pesquisas futuras a partir de outras metodologias ou, por
exemplo, com outras partes da planta.
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