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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo obter o perfil quimico e avaliar a toxicidade, e a acédo
antibacteriana e moduladora associado com a luz de LED azul do extrato etanolico das folhas
de Annona muricata L. (Annonaceae). O extrato das folhas de Annona muricata foi obtido
através da imersdo de etanol por 72h seguido da evaporacdo do solvente com redimento de
0,91%. Os metabolitos secundarios foram identificados atraveés de adicdo de reagentes
especificos. Os ensaios de toxicidade frente a Artemia salina, foi avaliado em triplicata com
diferentes concentracbes. Para o teste microbioldgico utilizou-se a metodologia de
microdiluicdo usando cepas padrdes de: Sthaphylococcus aureus (ATCC 25923) e (ATCC
12624), Bacillus cereus (ATCC 33018), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442) e Klebsiella pneumoneae (ATCC 10031). A modulacdo foi
realizada com a utilizacdo dos antibioticos: cefazolina, benzilpenicilina, amicacina e
gentamicina. As concentracdes testadas variaram de 512 a 0,5 pg/ mL. Os resultados
microbioldgicos e toxicoldgicos foram analisados através do software Prism 6.0. O extrato de
Annona muricata L. apresentou metabdlitos em sua constituicdo como: flavonas, flavonais,
xantonas, chalconas, auronas, flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas e
taninos condensados. O extrato apresentou toxicidade elevada com CLso= 41,66 pg/mL. O
resultado da CIM apresentou-se para todas as cepas testadas >1024 pg/mL. Na modulagdo os
resultados variaram entre sinergismo e antagonismo frente aos antibidticos testados em
associacdo ao LED. Diante do exposto, as folhas de Annona muricata L., possui uma gama de
compostos quimicos com potencial bioldgico, elevado teor téxico tornando-se uma fonte
promissora para a atividade citotoxica contra células tumorais, como também uma alternativa
no controle microbiano.

Palavras-chave: Annona muricata. Atividade antibacteriana. Luz azul de LED. Toxicidade
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ABSTRACT

This work aimed to obtain the chemical profile and to evaluate the toxicity, and the antibacterial
and modulating action associated with the blue LED light of the ethanolic extract of the leaves
of Annona muricata L. (Annonaceae). Annona muricata leaf extract was obtained by immersing
ethanol for 72h followed by evaporation of the solvent with 0.91% yield. Secondary metabolites
were identified by addition of specific reagents. Toxicity tests against Artemia salina were
evaluated in triplicate with different concentrations. For microbiological testing the
microdilution methodology was used using standard strains of: Sthaphylococcus aureus (ATCC
25923) and (ATCC 12624), Bacillus cereus (ATCC 33018), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) and Klebsiella. pneumoneae (ATCC 10031).
Modulation was performed using the following antibiotics: cefazolin, benzylpenicillin,
amikacin and gentamicin. The concentrations tested ranged from 512 to 0.5 pg / mL.
Microbiological and toxicological results were analyzed using Prism 6.0 software. The extract
of Annona muricata L. presented metabolites in its constitution as: flavones, flavonols,
xanthones, chalcones, aurones, flavononols, leucoanthocyanidins, catechins, flavonones and
condensed tannins. The extract showed high toxicity with LC50 = 41.66 pg / mL. The MIC
result was presented for all strains tested >1024 pg / mL. In the modulation the results varied
between synergism and antagonism against the antibiotics tested in association with the LED.
Given the above, the leaves of Annona muricata L., have a range of biologically potential
chemical compounds, high toxic content making it a promising source for cytotoxic activity
against tumor cells, as well as an alternative in microbial control.

Keywords: Annona muricata. Antibacterial activity. Blue LED light. Toxicity.

1 INTRODUCAO

Dados historicos mostram que 0s antepassados possuiam o conhecimento sobre as
propriedades oriundas das plantas e esse conhecimento terapéutico tem-se dissipado ao logo
dos tempos. O uso de plantas consideradas medicinais é bastante difundido no Brasil onde
grande parte da populacgdo utiliza produtos naturais como unico recurso terapéutico (LEITE et
al., 2015; MESSIAS et al., 2015).

Esse uso € por consequéncia da producdo de compostos quimicos produzidos a partir do
metabolismo secundario, que para algumas espécies vegetais é utilizado para sua propria defesa
e tambeém contra diversos microorganismos como: bactérias, fungos e parasitas. Os 0Oleos e
extratos obtidos de plantas tem interesse cientifico devido aos efeitos bioldgicos no organismo
humano como a atividade contra bactérias causadoras de infecgdes. Esses componentes ativos,
sd0 compostos quimicos que estdo distribuidos em diversas classes tais como 0s terpenos
(BARBOSA et al., 2017; ROSA et al., 2016).

O aumento de infeccbes causadas por bactérias e 0 uso irracional de antibacteriano fez
com que surgissem microorganismos resistentes aos antibioticos convencionais e essa

necessidade de combater a resisténcia microbiana tem gerado grande preocupacdo a



Organizagdo Mundial da Saude (LIMA et al., 2017). Com a dificuldade no tratamento de
bactérias resistentes aos antibidticos, torna-se a busca de novas substancias que possuam acéo
antibacteriana e que possam ser utilizadas para combater esses agentes como as bactérias
Sthaphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (MATIAS et al., 2017).

A bactéria Sthaphylococcus aureus considerada grande patdgeno humano onde cerca de
30% da populacdo é colonizada pela mesma, € uma das principais causadoras de graves doengas
como a endocardite infecciosa e a bacteremia, também causa outras patologias de pele e
doencas hospitalares. A Pseudomonas aeruginosa é uma grande causadora de infeccOes
hospitalares, infec¢des no trato respiratério e urinario, bem como colonizagdo de cateteres,
sondas e feridas. Essa espécie tem grande capacidade de adaptacdo em locais desfavoraveis
(CARDINAL et al., 2015; INGRAHAM; INGRAHAM, 2011; TONG et al., 2015;
ZINGARETTI et al., 2018).

Junto a essas substancias, o Light Emithing Diodes (LED) tem-se tornado agente
promissor na atuacdo antibacteriana no tratamento de cicatrizacdo de infec¢des cutaneas, porém
ainda ndo ¢é utilizado frequentemente na pratica clinica. O LED possui potencial de irradiacdo
segura, com consume de energia baixa e vida til longa. A luz de LED pode ser utilizada para
diversas doencas inflamatdrias, pois age como antimicrobiano e antiflamatério, que depende do
seu comprimento de onda (MEYER et al., 2010; PEREIRA et al., 2017).

Além do aumento da resisténcia bacteriana, a auto ingestao de plantas medicinas pode
levar ao um quadro de toxicidade pelo seu uso abusivo, o que pode gerar quadros patologicos
aos seres humanos e animais. Segundo a Sinitox (2012), no Brasil no ano de 2012 ocorreu cerca
de 1.026 casos de quadros de intoxicacdo por plantas medicinais, ocupando o 13° lugar em
namero de casos de intoxicacdo. Uma das espécies vegetais que apresenta potencial terapéutico
e toxicidade € a espécie Annona muricata L. conhecida popularmente como graviola (ARAUJO
etal., 2014; CAMPOS et al., 2016).

A graviola é uma planta de origem tropical pertencente a familia Annonaceae,
considerada uma espécie onde todas suas partes sdo utilizadas na medicina natural para a
terapéutica de diversas doengas com destaque para a atividade antitumoral, e seus frutos sdo
utilizados comercialmente para produgdo de doces, sucos e sorvetes. Essa espécie, tem uso
milenar desde os indigenas que utilizavam para fins terapéuticos, e apresenta uma gama de
atividades bioldgicas tais como: citotoxica, imunossupressora, antiparasitaria e antibacteriana
(ALFAIA; ALMEIDA, 2016; FREITAS; MORAES; SILVA, 2017).

Portanto, torna-se relevante o estudo das principais classes de componentes quimicos

encontrados nas folhas dessa espécie, possibilitando relacionar as classes quimicas com



algumas atividades bioldgicas, e também contribuir para a populacdo académica e a
comunidade acerca das atividades presentes nas folhas. Desta forma, o objetivo desse estudo
foi obter o perfil quimico e avaliar a toxicidade, atividade antibacteriana e moduladora
associada com a luz de LED azul do extrato etandlico das folhas de Annona muricata L.

(Annonaceae).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL DE ESTUDO, MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia e Bromatologia do
Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio e no Laboratorio de Pesquisas de Produtos Naturais da
Universidade Regional do Cariri ~-URCA.

Foram utilizadas folhas de graviola (Annona muricata L), onde as folhas foram obtidas
no municipio de Juazeiro do Norte-CE, coletadas as 16:00h com localizacdo geogréfica S
7°12°59,12676” (LATITUDE), W 39° 18°33,966” (LONGITUDE), no periodo de setembro de
2019. Uma exsicata do material vegetal foi preparada para a identificacdo pelo Herbario

Déardano Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri-URCA.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

A obtencdo do extrato etanolico foi por extracdo a frio com etanol P.A. Foram
preparadas 3309 de folhas frescas com extracdo exaustiva por imersdo de 72 horas. Apés esse
periodo a mistura foi filtrada e o solvente destilado em evaporador rotativo a vacuo (SIMOES
etal., 2017).

2.2.1 Prospeccéo Fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram utilizados para detectar a presenca de metabdlitos
secundarios como: flavonoides e taninos e alcaloides, os testes se baseiam na observacao visual
da alteracdo de cor e/ou formagdo de precipitado apos a adicdo de reagentes especificos
(SIMOES et al., 2017; MATOS, 2009).



2.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR Artemia salina

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina através do método
proposto por Meyer et al., (1982). O teste foi realizado em triplicata, com diferentes
concentragdes, acompanhado de um controle positivo preparado com agua marinha e dicromato
de potassio (K2Cr207), e um controle negativo com agua marinha e DMSO (Dimetilsufoxido).
Apds 24 horas foi feita a leitura de larvas mortas. O célculo da CLso foi realizado por regressdo

linear, sendo considerado significativo quando CLso < 1000 pg/mL (COSTA et al., 2010).

2.4 MATERIAL BACTERIANO

Os microorganismos utilizados nos testes foram obtidos em parceiria com o Laboratorio
de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Foram
utilizadas linhagens padrdo de bactérias Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), e Gram
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 12624), Bacillus cereus (ATCC 33018) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

2.5 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi determinada em ensaio de microdiluicéo
em caldo com base no CLSI (2003). Ao anteceder o teste, as linhagens bacterianas foram ser
ativadas em meio Brain Heart Infusion (BHI 3,8 %) e mantidas na estufa por 24 horas. Ap6s o
primeiro cultivo o inéculo bacteriano foi padronizado a partir de uma suspencdo com
concentragéo de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidez da escala de McFarland). Em
seguida, estd suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 % entdo volumes de 100 pL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo com diluicbes em
série. Em cada pogo foi adicionado 100uL de solugdo de cada extrato e as concentragdes finais
dos extratos variam entre 512 - 8 pg/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Apos 24 h na estufa a 37 °C, a atividade antibacteriana foi detectada através do método
colorimétrico, utilizando uma solugdo indicadora de resazurina sédica (Sigma) em &gua
destilada estéril na concentracdo de 0,01 % (p/v), 25 uL desta solugdo foi adicionada em cada
cavidade e as placas ficaram em um periodo de incubacédo de 1h em temperatura ambiente. A

mudanca de coloracdo azul para rosa, ocorre devido a reducdo da resazurina, indica o



10

crescimento bacteriano, auxiliando a visualizacdo da CIM, definida como a menor concentragéo
capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada. Os

experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2003).

2.5.1 Atividade moduladora frente a antibioticos

O teste de modulacéo foi realizado na presenca e na auséncia dos extratos através de
microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados as CIM/ 8 do
extrato frente aos antibioticos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e antibioticos f-
lactamicos (cefazolina e benzilpenicilina). As linhagens bacterianas utilizadas foram inoculadas
em BHI a 10% e armazenadas em estufa bacteriolégica a 37° por 24 horas. O teste foi
monitorado com um controle positivo contendo apenas antibioticos e 0s micro-organismos. As
concentracdes adicionadas das drogas antibacterianas usadas nesse ensaio variam de 1024-
0,5ug/mL (RODRIGUES et al., 2013).

2.5.2 Avaliagdo da atividade moduladora com exposi¢ao a luz de Led azul

O aparelho que foi utilizado durante o procedimento experimental com LED é o Light
Emithing Diodes- LED, da marca NEW Estética®. Foi utilizada a luz azul, com um
comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho de 415nm.

Para a realizag&o destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias
referentes ao teste de avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora por contato direto. As
placas foram submetidas a luz de LED azul durante vinte minutos e posteriormente seréo
incubadas a 37 °C, durante 24h. Os testes foram realizados em triplicata e para determinacéo da
CIM foi utilizada a resazurina sodica (PEREIRA et al., 2017a).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes microbiolégicos e toxicoldgico foram analisados pelo ANOVA bidirecional
seguido pelo teste de Bonferroni utilizando software Graphpad Prism 6.0. Os resultados em p

<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_betalact%C3%A2mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_betalact%C3%A2mico
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato das folhas de Annona muricata L., obteve um rendimento de 0,91% apos a
evaporacao de todo o solvente. A composic¢ao quimica do extrato apresentou positividade para

10 grupos de compostos quimicos, sendo observados na Tabela 1.

Tabela 1: Grupos de compostos quimicos identificados no extrato etanélico das folhas de
Annona muricata L.

Classes de Metabolitos Secundarios

1 2 3 4] 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13 |14 |15

EEAmM | _ -+ | - B T T R S X S (S [ (e

Fonte: proprio autor. 1: Fendis; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos Condensados; 4: Antocianinas; 5:
Antocianidinas; 6: Flavonas; 7: Flavonois; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11: Flavonondis; 12:
Leucoantocianidinas; 13: Catequinas; 14: Flavononas; 15: Alcaldides. (+) presente; (-) ausente.

O extrato etandlico apresentou compostos quimicos como: flavonas, flavonais,
xantonas, chalconas, auronas, flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas e
taninos condensados. Ao realizar o mesmo estudo do perfil quimico com o extrato etandlico
das folhas de Annona muricata coletados no municipio de Camocim de Sao Félix — PE, Simdes
(2015) verificou a presenca de terpenos, flavonoides, e taninos condensados.

Em outro estudo realizado por Bento et al., (2016) confirma a presenca dos taninos
condensados, xantonas, flavonas, flavononois e flavonadis, utilizando extrato hidroalcéolico das
folhas da graviola coletadas na regido da chapada do Araripe no municipio de Crato-CE. A
graviola possui alguns desses compostos como os taninos e flavonois em altas concentracdes,
conferindo a planta atividade bioldgica como a¢des antibacteriana, antiflamatoria, antioxidante
(SOUZA et al., 2018).

No presente trabalho apos a adicdo de reagentes especificos ndo foi observado a
presenca de alcaloides, entretanto estudo feito por Poma et al., (2011) com o extrato aquoso das
folhas de graviola mostrou a presenca dos alcaldides utilizando metodologias mais complexas.
Outra pesquisa realizada utilizando as folhas de Annona squamosa (ATA) também apresentou
positividade para os alcaldides (BRITO et al., 2008).

No ensaio da toxicidade por Artemia salina a graviola conseguiu matar 0s
microcrustaceos em todas as diluicdes, onde em algumas concentrag¢fes foram capazes de matar
mais de 50% da populacéo de A. salina, exceto na de 10ug/mL, que apresentou morte em cerca
de 23,3% do total da populagdo, como mostra no Grafico 1. Portanto, a concentracao letal que

foi capaz de matar 50% de toda a populacdo de larvas (CLsp) foi a partir da concentragdo
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50upg/mL, sendo considerado uma alta toxicidade com CLso = 41,66ug/mL, porém promissora

para células cancerigenas.

Grafico 1: Analise da porcentagem de larvas de A. salina mortas.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
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Fonte: préprio autor

No estudo realizado por Silva et al., (2015), o extrato etanolico das folhas de Annona
muricata L apresentou alta toxicidade quando avaliado frente a A. salina, onde na concentracao
de 1000 pg/mL matou 100% da populacdo das larvas, e apenas a concentragdo de 200 pg/mL
apresentou um resultado de 23,3%, sendo considerado téxica com CLso= 324,07 pg/mL. Logo,
os resultados desse estudo corroboram com outra pesquisa, onde foi observado a morte de 50%
a partir da concentracdo de 250 pg/mL até a de 1000 pug/mL onde obteve uma média de 9,66%
de larvas mortas, porém sua CLs foi considerada baixa (ALFAIA; ALMEIDA, 2016).

Essa caracteristica citotdxica da graviola é devido a presenca de acetogeninas anonaceas
(ACGSs), uma classe de compostos naturais derivadas dos acidos graxos com ampla atividade
bioldgica encontrada na familia Annonaceae, e em diversas partes de suas plantas incluindo
Annona muricata, que confere a planta acéo citotoxica a diversas linhagens de células tumorais.
A anonacina é a acetogenina mais abundante na espécie e também a mais toxica pois inibe a
cadeia respiratoria mitocondrial (MORAES, 2016).

Os resultados da atividade antibacteriana do extrato etandlico de Annona muricata L.

(EEAm), utilizando a metodologia de microdilui¢do estd demostrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Concentragdo inibitoria minima do EEAm frente as cepas bacterianas Gram
negativas e Gram positivas.

BACTERIAS CIM (ug/mL)

EEAmM
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) >1024
Escherichia coli (ATCC 25922) >1024
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) >1024
Staphylococcus aureus (ATCC 12624) >1024
Bacillus cereus (ATCC 33018) >1024
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) >1024

Fonte: Préprio autor.

O extrato de Annona muricata ndo apresentou significado clinico de relevancia para as
cepas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, pois apresentaram resultado da CIM
>1024pg/mL.

Pesquisas realizadas com a familia Annonaceae utilizando a metodologia de
microdiluicdo, Rabélo et al., (2014), utilizou extrato das folhas e talos de Annona cherimola
Mill e obteve resultados semelhantes a esta pesquisa, onde ndo obteve atividade para a bactéria
Escherichia coli. Em outro estudo com a espécie realizado por Sousa (2016) utilizando extrato
de Annona jahnii Saff, frente as linhagens padrdes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana, considerado
pelo autor apenas atividade bacteriostatica.

Estudo realizado por Tintino et al., (2013) utilizando o extrato etanolico e hexanico das
raizes de costus cf. arabicus coletados no municipio de Crato-CE, utilizando cepas padrdes de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, para ambos extratos
obteve CIM >1024pug/mL para todas as cepas testadas, corroborando com a presente pesquisa.

Um estudo realizado por Silva (2011), onde foi realizado através da metodologia de
difusdo de disco com diferentes tipos de extratos de partes de Annona muricata, até mesmo do
extrato das folhas frente as cepas padrOes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa ndo apresentou formacgéo de halos de inibicdo em nenhuma cepa
testada.

Os resultados da CIM podem ser explicados pela quantidade presente do composto ativo

no extrato das folhas como os terpenos, assim como os efeitos sazonais como as condigdes



14

climéticas e solo em que a planta se encontra. Em contrapartida segundo Simdes (2015) até o
presente momento ainda ndo foram encontrados resultados em estudos cientificos mais
aprofundados sobre a analise da acdo antimicrobiana utilizando a concentracdo inibitoria
minima.

Nos testes de modulagdo do EEAm utilizando 0 antibidtico B-lactamico (Cefazolina) em
associacdo ao LED azul (Gréfico 2), ndo apresentou significado relevante frente as cepas
padrdes de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus pois com a utilizacdo do produto
natural em associacdo ao LED + antibiotico apresentaram a mesma CIM, assim como apenas a
utilizacdo do produto natural + antibiotico, exceto para a S. aureus que apresentou CIM superior
a Pseudomonas aeruginosa, e resultado utilizando apenas o antibidtico, sem efeito

potencializador ou antagénico.

Gréfico 2: Concentracdo inibitoria minima (ug/mL) do antibiotico cefazolina na presenga e na
auséncia do EEAm frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em

associacdo com a luz azul de LED.

ns

ns

ns

2.0

ns j
ns —
1.59
l v v v

1.04 B

Il

0.0 T T
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Cefazolina
Cefazolina+ EEAm

Cefazolina + LED

B0 8E

Cefazolina+ EEAm + LED

0.5

Concentragdo inibitéria minima (jg/m L)

Legenda: ns: ndo significativo.

Os resultados da modulacéo utilizando benzilpenicilina frente a cepa de Pseudomonas
aeroginosa, observou-se diferentes resultados, onde para a acdo do EEAm associado ao
antibiotico apresentou efeito antagdnico com pequena diferenca da CIM, e efeito antagénico
significativo quando comparado a a¢do do LED azul mais o antibidtico e apenas a a¢do do

benzilpenicilina.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_betalact%C3%A2mico
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Para a cepa de S. aureus, ndo houve efeito significativo em nenhuma combinagéo,
exceto pela acdo do produto natural em associacdo ao antibiotico, onde o produto natural
conseguiu potencializar o efeito do antibiotico, porém esse valor permanece insignificante por
ter CIM semelhantes (Grafico 3).

Gréfico 3: Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) do antibidtico benzilpenicilina na presenga
e na auséncia do EEAm frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus

em associacdo com a luz azul de LED.

ns
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Benzilpenicilina + EEAm

Benzilpenicilina + LED

BOE &

Benzilpenicilina+ EEAm + LED

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Concentracdo inibitoria minima (gg/mL)

Legenda: ns: ndo significativo. **** valor estatisticamente significativo com p<0,0001

Os resultados utilizando o aminoglicosideo gentamicina, ndo apresentou
estatisticamente relevancia significativa no resultado para a cepa de Pseudomonas aeruginosa,
onde para a utilizacdo do produto natural mais o antibiético, 0 mesmo conseguiu modular a
acao da gentamicina, onde apresentou diminuicdo pequena da CIM se comparado ao efeito
causado apenas com o antibidtico como mostra no Grafico 4. Na combinag¢do com a luz azul de
LED, a CIM néo apresentou diferenca significativa.

O teste da modulagédo frente a S. aureus, se apresentou estatisticamente significante
quando comparado a agdo isolada do antibidtico gentamicina e a a¢do do produto natural
associado antibiotico e a luz de LED azul, onde o produto natural mais a luz de LED diminuiu
a acdo farmacologica da gentamicina. Para as demais combinacbes ndo expressou resultado

modulatorio significativo.
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Gréfico 4: Concentracdo inibitoria minima (ug/mL) do antibiético gentamicina na presenca e
na auséncia do EEAm frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus

em associacdo com a luz azul de LED

Gentamicina

Gentamicina + EEAm
Gentamicina + LED
Gentamicina + EEAm + LED

N #E

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Concentracdo inibitéria minima (gg/mL)

Legenda: ns: ndo significativo. * valor estatisticamente significativo com p<0,0114

O resultado obtido na modulagéo frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa utilizando
0 aminoglicosideo amicacina, apresentou resultados significativamente relevantes, quando
comparado a acao do produto natural mais o antibidtico, obtendo sinergismo, onde o efeito do
farmaco foi potencializado. Outro efeito significante, foi a acdo do farmaco mais o produto
natural e a luz de LED, a luz azul de LED teve um efeito antagbnico comparado com apenas a
acao do farmaco. Todavia ndo houve significancia no resultado da modulacéo do antibidtico
com o LED azul comparado a a¢do do antibidtico sem o LED, apresentando a mesma CIM.

Para a cepa padrédo de S. aureus, o extrato etanolico das folhas da graviola potencializou
o efeito do antibiotico obtendo uma diminuicdo da CIM, comparado a agdo sozinha do
antibidtico. Em todas as outras associagdes ao LED azul, ndo obteve resultado significante,
apenas se comparado com a agdo da amicacina isolado, pois o LED antagonizou o efeito do
antibidtico, apresentando um aumento na CIM como mostra no grafico 5.

Os resultados foram expressos em média aritmética + desvio padréo, avaliados
estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-test Bonferroni
utilizando o software Graphpad Prism., as diferengas foram consideradas significativas quando
p <0,05.
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Gréfico 5: Concentracdo inibitoria minima (ug/mL) do antibi6tico amicacina na presenca e na
auséncia do EEAm frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em
associacdo com a luz azul de LED
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Legenda: ns: ndo significativo. **** valor estatisticamente significativo com p<0,0001

A utilizacdo de produtos naturais como riqueza natural, corrobora para o surgimento e
aprimoramento de técnicas de tratamento com base nos metabdlitos secundarios presentes nos
produtos naturais, onde esses compostos sdo comumente conhecidos por apresentarem efeitos
que contribuem ao organismo humano, de forma inibitéria ou antagénica nos alvos moleculares
(ARAUJO et al., 2012; LACERDA et al., 2016).

Os flavonoides sdo substancias sintetizadas pelas plantas como resposta de infeccao
microbiana e sdo eficazes a diversos microorganismos. Essa caracteristica dada aos flavondides
é por consequéncia da capacidade de formacdo de complexos proteicos soltveis que se ligam a
parede celular bacteriana como podem também causar rupturas na membrana plasmatica dos
microorganismos facilitando a agdo das drogas microbianas (MATIAS, 2010).

Na pesquisa realizada por Tintino et al (2015), utilizando extrato do fruto de Morinda
citrifolia L. onde foi identificado metabdlitos iguais como: flavonoides, triterpenos, demostrou
um resultado parecido com este estudo, onde observou sinergismo com a ac¢do do extrato mais
os aminoglicosideos gentamicina e amicacina para a cepa de Pseudomonas aeruginosa.

E comprovado que bactérias Gram positivas (como a S. aureus) possuem uma maior
facilidade de penetracdo em sua parede celular, deixando mais susceptivel a acdo de diversos

compostos quimicos, ja as bactérias Gram negativas (como a Pseudomonas aeruginosa)
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possuem uma camada mais externa de lipopolissacarideos que impede a entrada e
consequentemente a agao desses compostos quimicos (NOGUEIRA, 2014).

A classe de antibioticos dos aminoglicosideos atuam na subunidade 30S dos ribossomos
bloqueando-a, impedindo assim a sintese proteica. Portanto, os metabolitos presentes no extrato
das plantas modulam a entrada do antibidtico na bactéria, facilitando a atuacéo no seu sitio de
acdo sendo considerado efeito sinérgico (SOBRAL et al., 2016).

Os efeitos antagonicos presentes neste estudo, pode ser explicado pela capacidade de
guelacdo dos antibidticos em associacdo aos metabdlitos presentes no extrato, 0 que pode
aumentar ou inibir a acdo farmacoldgica dos antibi6ticos em vérios alvos fazendo com que haja
aumento da CIM, indicando que o antagonismo é um efeito sinérgico multialvo, podendo
cooperar para um efeito antagénico (AQUINO et al., 2016; SOUSA et al., 2016).

A fototerapia é promissora para a diminuicdo do uso excessivo de antibacterianos
sintéticos e consequentemente a resisténcia bacteriana. Segundo Moreira (2009), a cor azul
emitida pelos aparelhos de LED, possui atividade antibacteriana comprovado contra
microorganismos atraveés de mecanismos como stress oxidativo, alteracdes de homeostase,
mudancas na permeabilidade, sintese de DNA e RNA, despolarizacdo de membrana e
alcalinizacdo citoplasmatica, o que foi capaz de obter a inativacdo da bactéria
Propionibacterium acnes (PEREIRA et al., 2017b).

De acordo com Matias et al (2017), a fototerapia ocorre devido a mecanismos
bioquimicos de alteracbes de membrana, pois o LED consegue inibir a respiracdo celular
através da mitocondria, ocorrendo a dissolucdo bacteriana, e consequentemente a incapacidade
de divisdo celular bem como a inativacdo de enzimas celulares. Todavia, a baixa intensidade da
luz de LED pode ser arriscada a satde, pois pode promover uma proliferacdo celular, o que
acarreta um efeito antagbnico, o que pode ser explicado com os resultados antagdnicos obtidos

nesta pesquisa.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, as folhas de Annona muricata L., possui
uma gama de compostos quimicos que auxiliam na terapéutica de doencas sendo, importante
para organismo humano. E de grande relevancia saber como utilizar a graviola, podendo ser
extremamente toxica ao organismo humano devido a presenca de compostos quimicos,
entretanto, essa caracteristica citotdxica é promissora para o controle de células cancerigenas.

O EEAm apresentou baixo efeito bacteriano, porém quando associado a antibioticos de classes
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diferentes, obteve-se uma melhora no resultado. Portanto, é importante ressaltar que o uso do
LED também pode caracterizar acdo antagdnica com o uso do extrato, podendo diminuir o

efeito terapéutico do antibiotico e facilitar para uma possivel resisténcia bacteriana.
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