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RESUMO

O objetivo do estudo foi verificar a acdo antibacteriana dos extratos etanélicos de Morinda
citrifolia (Noni) e Acacia farnesiana (Acacia-amarela) e do extrato hidroalcoolico de Ximenia
americana (Ameixa-do-mato) frente a bactéria Streptococcus mutans, bem como tracar seu
perfil fitoquimico. Os extratos foram testados através da metodologia de microdiluicdo em
caldo verificacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) ante a cepa de S. mutans ATCC
00446. Os ensaios fitoquimicos foram realizados baseados na observacdo visual da alteracdo
de cor ou formagdo de precipitado apés a adicdo de reagentes especificos. A andlise dos dados
mostrou que todos os extratos apresentaram CIM de 1024 pg/mL para S. mutans. Quanto ao
perfil fitoquimico, o extrato de M. citrifolia mostrou-se indeterminado, enquanto que no de A.
farnesiana pode-se detectar a presenca de fenois, flavondis e flavononas e no de X.
americana, a existéncia de taninos hidrolisaveis, chalconas e auronas Diante dos resultados
obtidos, concluiu-se que nas concentragOes testadas os extratos ndo apresentam inibicdo do
crescimento bacteriano e que os metabdlitos identificados devem ser definidos por métodos
mais especificos, uma vez que podem sofrer interferéncia de varios fatores como temperatura
e nutrientes.

Palavras-chave: Acacia farnesiana. Biofilme. Morinda citrifolia. Streptococcus mutans.

Ximenia americana.

PHYTOCHEMICAL PROFILE AND VERIFICATION OF THE ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF THE ETHANOLIC EXTRACTS OF THE LEAVES OF Morinda
citrifolia (NONI) AND SEEDS OF Acacia farnesiana (ACACIA YELLOW) AND THE
HYDROALCOOLIC EXTRACT OF Ximenia americana (WILD PLUMB) AGAINST
Streptococcus mutans
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the antibacterial action of the ethanolic extracts of
Morinda citrifolia (Noni) and Acacia farnesiana (sweet acacia) and the hydroalcoholic extract
of Ximenia americana (wild plum) against the bacterium Streptococcus mutans and to
outlineits phytochemical profile. The extracts were tested by the broth microdilution
methodology for Minimal Inhibitory Concentration (MIC) tests against S. mutans strain
ATCC 00446. Phytochemical tests were performed based on the visual observation of the
color change or precipitate formation after the addition of specific reagents. Data analysis
showed that all extracts presented MIC of 1024 pg/mL for S. mutans. As for the
phytochemical profile, the extract of M. citrifolia showed to be undetermined, whereas in A.
farnesiana the presence of phenols, flavonols and flavonones can be detected, and in the case
of X. americana the existence of hydrolysable tannins, chalcones and auronas. In view of the
obtained results, it was concluded that in the tested concentrations the extracts do not present
inhibition of the bacterial growth and that the metabolites identified must be defined by more
specific methods, since they can suffer interference of several factors like temperature and
nutrients.

Keywords: Acacia farnesiana. Biofilm. Morinda citrifolia. Streptococcus mutans. Ximenia
americana.

1 INTRODUCAO

Em se tratando de placas dentérias, é importante salientar que sdo biofilmes
formados, principalmente, pela bactéria Streptococcus mutans. Sua adeséo aos dentes depende
de vérios fatores, entre eles, a dieta rica em acucares como a sacarose. A fermentacdo da
sacarose em acidos e a formacdo de uma matriz rica em exopolissacarideos permitem a
acidificacdo do meio e a consequente cavitacdo pela desmineralizacdo do esmalte dentario.
Outras espécies bacterianas podem participar da formacdo desse biofilme, como
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei (ALVES et al., 2016;
KLEIN et al., 2012; LIAO et al., 2014).

Os biofilmes consistem em comunidades microbianas multicelulares incorporadas a
uma matriz polimérica constituida por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. Sdo
comumente encontrados na natureza, assim como em ambientes médicos e industriais. Essa
matriz externa permite a criacdo de um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento e protecéo
contra supostas agressdes, além de Ihe conferir certa resisténcia aos antibiéticos (AKA &
HAJI, 2015; GLOAG et al., 2013).

Muitos estudos estdo sendo feitos para se buscar formas alternativas de controle do
biofilme dentario. Plantas medicinais com acdo antimicrobiana representam uma boa opcao,

ja que existem muitas espécies com esse potencial, além de serem de baixo custo e facil



acesso. Ja foi comprovado que espécies populares como Schinus sp. (aroeira) possuem em sua
composicdo alcaloides e terpenos, entre outros metabolitos, que atuam interferindo na
formacéo da placa dentaria. Porém deve-se ter o cuidado de analisa-los, uma vez que podem
apresentar certa toxicidade ante células humanas (AZEVEDO, QUIRINO & BRUNO, 2015;
LINS et al., 2013; SILVA, 2016).

Uma espécie que pode ser usada para esse fim é Morinda citrifolia L., um arbusto da
familia Rubiaceae oriundo do sudeste asiatico. E comumente conhecida por Noni ou Noni
Taiti e seu efeito antimicrobiano é amplamente conhecido. Ja foram descobertos cerca de 200
fitoquimicos nessa planta, sendo as antraquinonas, os flavonoides, alcaloides, glicosideos,
acidos organicos e triterpenos alguns deles (LIMA & LIMA, 2013; NERURKAR et al., 2012;
SOUZA et al., 2016; ULLOA et al., 2015).

Espécie como Ximenia americana (ameixa do mato), um arbusto espinhoso
cosmopolita tropical da familia Olacaceae que tem incidéncia silvestre € comumente utilizada
para tratar dor no estdbmago, reumatismo, infec¢Ges na boca, cicatrizagdo, dentre outras
afeccbes (BRASILEIRO et al., 2008).

O género Acacia é nativo das regides subtropicais do planeta. A Acacia farnesiana é
oriunda da América Central e pertence a familia Fabaceae. Seus elementos sdo usados na
medicina popular como antiinflamatorio, analgésico, adstringente, entre outros
(FERNANDES, 2012; LEAL et al., 2016).

Nessa perspectiva, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a acéo
antibacteriana dos extratos etanolicos das folhas frescas de M. citrifolia (EEMC) e das
sementes de A. farnesiana (EEAF) e do extrato hidroalcodlico das folhas de X. americana
(EHXA) ante a bactéria Streptococcus mutans a fim de se descobrir uma forma alternativa
para a resolucdo dessa problematica, além de determinar o perfil fitoquimico dessas espécies

vegetais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo baseia-se em uma pesquisa experimental, com abordagem

qualitativa e quantitativa. Foi realizado no laboratério de Microbiologia, Bioquimica e



Biofisica do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio, no municipio de Juazeiro do Norte —

CE, no periodo de marco a maio de 2018.

2.2 COLETA DA AMOSTRA VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS

As folhas frescas de Morinda citrifolia foram coletadas no municipio de Juazeiro do
Norte-CE, latitude 7°13'56.3"S e longitude 39°20'53.9"W, Brasil. O material vegetal foi
submetido a identificagdo e uma exsicata do espécime depositada no Herbario Dardano de
Andrade e Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA), no municipio de Crato-CE.

A obtencéo do extrato etanolico de Morinda citrifolia foi realizada no Laboratorio de
Plantas Medicinais da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte, Estacio FMJ e no
Laboratério de Biofisica e Bioquimica do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. Para
obtencéo do extrato das folhas frescas de Morinda citrifolia, lavou-se as folhas e depois estas
ficaram submersas em etanol por 72h. Transcorrido o tempo, o material foi filtrado e levado
ao banho-maria a 60°C para evaporar o alcool.

O extrato hidroalcodlico de Ximenia americana (Ameixa-do-mato) e o extrato
etandlico de Acacia farnesiana (Acécia-amarela) foram cedidos pelo técnico Déarcio Luiz de
Sousa Junior do Laboratorio de Plantas Medicinais da Faculdade de Medicina de Juazeiro —
Estacio FMJ.

2.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Através dos testes fitoquimicos foi possivel identificar a presenca ou auséncia de
metabolitos secundarios pela observacdo da alteracdo de cor ou formacédo de precipitado apos
a adicdo de reagentes especificos, com o intuito de se pesquisar a existéncia de fendis, taninos
condensados e hidrolisaveis, xantonas, flavonoides e flavonas, catequinas e flavononas
(MATOS, 1997).

2.4 MICRORGANISMO

Utilizou-se linhagem de Streptococcus mutans ATCC 00446, cedida pelo professor

Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho da Universidade Regional do Cariri (URCA).
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O in6culo foi feito a partir de uma placa com agar BHI e a bactéria em questéo
anteriormente semeada. Foi inoculada uma amostra da mesma em um tubo de vidro contendo
solucdo salina, utilizando como controle o padrdo de turvacdo 0,5 de McFarland, que
corresponde a 1,5x10° UFC/mL (CLSI, 2012).

2.5 PREPARO DA SOLUCAO TESTE

No preparo da solucdo teste uma quantia dos extratos foi solubilizada em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%. Posteriormente, foram realizadas diluicbes em &gua

destilada para obter uma concentracdo final de 2048 pg/mL.

2.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios para determinacdo da CIM foram efetuados através do Método de
Microdiluicdo em Caldo (CLSI, 2012).

Este método utiliza pequenos volumes de meio e de amostra, distribuidos em
cavidades de microplacas estéreis. As amostras foram preparadas em concentracdo dobrada
(2048 pg/mL) em relacdo a concentracdo inicial definida e volume de 100 pL e
posteriormente diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI. Em cada cavidade com 100 pL do
meio de cultura foram postos 10 pL da suspensdo bacteriana preparada de acordo com o
padrdo de turvacdo 0,5 de McFarland. Controles negativos foram feitos com o meio de
cultura, controles positivos com meio e inoculo e controles de inibicdo com Clorexidina a
0,12% também foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a 37°C
por 24 horas.

Para evidenciar a CIM das amostras, preparou-se uma solucdo indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apoés a
incubagdo, 20 pL da solugéo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas
submetidas a temperatura ambiente por 1h. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a
reducdo da resazurina indica o crescimento bacteriano, auxiliando a visualizacao da CIM, que
¢ definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano e
evidenciada pela cor azul inalterada (MANN & MARKHAN, 1998; PALOMINO et al.,
2002).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes fitoquimicos demonstraram que o EEMC teve resultado indeterminado
acerca da presenca de metabdlitos secundarios. Um estudo feito por Rodrigues, Silva &
Macédo (2017) demonstrou que o extrato das folhas de Noni possui flavonas, flavonois,
taninos e xantonas. A mesma conclusdo nao se pode chegar neste ensaio e isso possivelmente
se explica pela interferéncia ambiental causada pela temperatura, umidade, tipo de solo e
desenvolvimento da planta, além da presenca de um constituinte que pode mascarar a cor
indicativa da existéncia de outro (MATOS, 1997; MONTOVANI & PORCU, 2009).

Quanto ao EEAF, os ensaios mostraram a presenca de fendis, flavondis e flavononas.
Segundo Pedroso et al. (2012), metabdlitos como saponinas, taninos e triterpenos puderam ser
identificados nas folhas da Acacia-amarela e possuem atividade antimicrobiana, assim como
os flavonoides, que também puderam ser identificados pelos pesquisadores.

O EHXA revelou possuir taninos hidrolisaveis, bem como chalconas e auronas.
Ogunleye & Ibitoye (2003) constaram a presenca de saponinas, além dos flavonoides e
taninos. Segundo Brasileiro (2008), o extrato do caule desta planta possui taninos
condensaveis, saponinas e agucares redutores, enquanto que a sua casca e raiz possuem

saponinas, flavonoides, taninos e antraquinonas.

Tabela 1. Perfil Fitoquimico segundo Matos (1997) dos extratos utilizados nesta

pesquisa.
Extratos Metabdlitos secundarios identificados
Morinda citrifolia Indeterminado
Acacia farnesiana Fendis, flavondis e flavononas
Ximenia americana Taninos hidrolisaveis, chalconas e auronas

O extrato das folhas de Morinda citrifolia (Noni) possui diversas classes de
metabolitos secundarios com atividade antibacteriana citada na literatura. Varias partes da
planta podem ser utilizadas para diferentes fins medicinais, ja que possuem uma composi¢do
quimica heterogénea. Acredita-se que a acao antibacteriana é dada, principalmente, pela
presenca de antraquinonas (COSTA, 2015; LIMA, 2015).

O mesmo acontece com o0 extrato de Ximenia americana (Ameixa-do-mato).

Metabolitos identificados na planta, como taninos e flavonoides, somam essa mesma acéo a
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essa espécie. Quanto ao extrato de Acacia farnesiana (Acacia-amarela), acredita-se que 0s
fenois e também taninos sejam os responsaveis pela acdo antibacteriana (BRASILEIRO et al.,
2008; HERNANDEZ et al., 2009).

Na determinagdo da acdo antibacteriana do extrato etandlico de M. citrifolia (EEMC)
testado contra S. mutans, do extrato etandlico de A. farnesiana (EEAF) e do extrato
hidroalcodlico de X. americana (EHXA), pode-se observar uma CIM > 1024 pg/mL.
Diferentemente do controle positivo de tratamento, a Clorexidina, que foi testada a partir da
concentracdo comercial de 0,12% demonstrou CIM < 0,0005%.

Kumarasamy et al. (2014) descreve que o extrato do fruto maduro de M. citrifolia
possui atividade antibacteriana contra S. mutans com CIM de 125 pg/mL.

Carneiro (2007) escreve que a lectina isolada das sementes de A. farnesiana
apresenta acao inibitoria na formacao do biofilme de S. mutans. Estudos expressando o uso da
vagem das sementes contra este microrganismo ainda ndo foram publicados para servir como
paralelo para este estudo.

Segundo Koregol, Kalburgi & Kotecha (2016) todas as partes deste tipo de Acacia
tem acdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Outra espécie do mesmo género, a Acacia nilotica, foi testada contra
bactérias multirresistentes como S. mutans, E. coli, S. aureus e Enterococcus faecalis,
demonstrando ser um potente antimicrobiano contra todas as cepas citadas (KHAN et al.,
2009).

Pode-se eslarecer a diferenca observada entre os resultados através da ideia de que
diferentes partes da planta possuem diferentes metabdlitos secundarios. Além disso, é
importante ressaltar que estes podem variar de acordo com a época do ano em que o material
vegetal foi coletado, bem como do seu desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica,
nutrientes e altitude, entre outros fatores (NETO & LOPES, 2007).

4 CONCLUSAO

Com o presente trabalho pode-se concluir que nas concentragdes testadas, 0s extratos
experimentados ndo foram eficientes na inibicdo do crescimento de Streptococcus mutans
ATCC 00446, comparados ao controle positivo de inibicdo Clorexidina. Porém, ndo se deve
descartar a possibilidade desses extratos apresentarem acgdo antimicrobiana para outros
patdgenos ou para os aqui testados atraves de outras metodologias, uma vez que metabolitos

podem sofrer interferéncia de varios fatores e sdo diferentes em cada parte da planta e
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metodologias podem. Novos estudos fitoquimicos deverdo ser conduzidos com esses extratos

a fim de conhecer mais profundamente seus constituintes quimicos.
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