\% Con%'&sso de

Ensino esqwsa £

e Extensdo da UEG

Estudo da atividade antimicrobiana das folhas de Cayaponia citrullifolia

(Griseb.) Cogn. (Cucurbitaceae).

Kaysson Rodrigues de Oliveira* (IC). Yara Cecilia Monteiro Oliveira (IC). Plinio Lazaro Faleiro
Naves (PQ). Geralda de Fatima Lemes (PQ); yaracmogi@gmail.com.

Universidade Estadual de Goias - Campus de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas. BR 153, N°3105
Fazenda Barreiro do Meio- Campus Henrique Santillo- Anapolis. Caixa Postal 459, CEP 75132400.

Atualmente o estudo interdisciplinar de produtos naturais se faz de total importancia para o
desenvolvimento da farmacologia moderna, na busca de novos agentes biolégicos potenciais. Os
produtos naturais estdo envolvidos nas varias funcdes biolégicas das plantas onde ocorrem, podem
ter muita aplicacdo no setor produtivo, principalmente na medicina como medicamentos. Dentro deste
contexto, sendo o Brasil dono do maior nimero de angiospermas do mundo, torna-se imprescindivel
a realizacdo de trabalhos interdisciplinar onde seja possivel selecionar agentes biolégicos a partir
desses recursos naturais, devido principalmente ao rapido crescimento da resisténcia bacteriana a
agentes antimicrobianos atuais. Sendo assim, se faz de total relevancia a busca por novas moléculas
com potencial antimicrobiano, que possa vir a serem utilizadas na producédo de antimicrobianos mais
eficazes. A familia Cucurbitaceae é muito conhecida por suas caracteristicas nutritivas e medicinais,
principalmente das espécies do género Cayaponia. A espécie Cayaponia citrullifolia € uma planta
trepadeira ainda pouco estudada e o estudo da atividade antimicrobiana de suas folhas, evidenciou
gue nenhuma das amostras estudadas demostraram sensibilidade ou inibicdo do crescimento
bacteriano para as 5 cepas utilizadas em concentra¢do < 2000 ug. mL™.
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Introducéao

O estudo quimico voltado para produtos naturais € de suma importancia para
a busca de agentes biologicos potenciais, além de promover o desenvolvimento da
ciéncia e principalmente da farmacologia moderna (OSTROSKY et al, 2008).

O homem sempre desfrutou das plantas como um recurso alimenticio
oferecido pela natureza. Porém, foi ap6s séculos, que o poder farmacoldgico das
plantas foi reconhecido devido ao desenvolvimento da tecnologia, a qual possibilitou
o isolamento e a elucidacdo estrutural de principios ativos benéficos presentes nas
plantas (DEVIENNE; RASSI, 2004; MATOS, 2015; SOARES, 2010).
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Sendo o Brasil ono de uma grde biodiversidade, comoobiom erao,
diariamente se faz crescer o interesse na investigacdo de plantas medicinais deste
bioma como fonte de compostos bioativos de grande interesse ao homem
(VIOLANTE, 2008). Dentre as variadas familias com potencial terapéutico
encontradas no territdrio brasileiro, a familia Cucurbitaceae é uma delas. Com
aproximadamente 95 géneros, a familia Cucurbitaceae é conhecida por suas
caracteristicas nutritivas e medicinais, como as espécies do género Cayaponia: C.
racemosa (antitumoral) e C. pilosa (emenagoga, anti-sifilica e purgativa) (ABELHA et
al, 2006).

O género Cayaponia constitui um dos mais vastos dentro da familia
Cucurbitaceae, com aproximadamente 60 espécies, de ocorréncia na América do Sul
e algumas na Africa Ocidental (NEE, 2007). A espécie Cayaponia citrullifolia € uma
das espécies do género Cayaponia. Ainda com poucos estudos relatados até o
momento, sua investigacao bioldgica se faz de total importancia na busca de novas
substancias benéficas, jA& que houveram tantos registros de outras espécies do
mesmo género.

O consumo excessivo e inapropriado de drogas antimicrobianas, tanto
sintéticas como naturais, tem intensificado consideravelmente a resisténcia
bacteriana a agentes antimicrobianos atuais. E esta € uma das principais
preocupacdes da medicina moderna. Sendo assim, um dos estudos que tem se
tornado ultimamente de grande relevancia, € o da busca de novas moléculas para a
producdo de antimicrobianos mais eficazes que combatam esta resisténcia
microbiana (CORDOVA, 2010; DUARTE, 2006; GUIMARAES et al., 2010; MATOS,
2015).

Assim, se faz certa a necessidade de se buscar e desenvolver estudos de
forma urgente, para a busca de antimicrobianos mais eficazes e de baixo custo
(SILVEIRA et al., 2012), através de pesquisas que compreendam o mecanismo
genético da resisténcia microbiana, para que assim seja possivel obter novas drogas
(LOGUERCIO et al., 2005).

Na familia Cucurbitaceae algumas espécies apresentaram atividade
antibacteriana, a exemplo dos extratos cloroférmicos da polpa e do fruto de S. edule
(chuchu), os quais foram ativos frente a E. coli ATCC 8739 (SIBI et al., 2013). Ja os
extratos etanolicos das folhas e dos caules de Siraitia grosvenorii Swingle,
mostraram acdo bacteriostaticas para a Pseudomonas aeruginosa, S. aureus,
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Micrococcus luteus e Candida albicans (LI et al., 2014). Citam ainda a atividade
antibacteriana do extrato bruto das sementes de Momordica charantia L, frente a E.
coli, Salmonella typhi e S. aureus (JABEEN et al., 2014).

-~ Material e Métodos

Para a determinacdo da CMI, o bioensaio foi realizado submetendo as
amostras-teste de extaro bruto etandlico fragbes hidrometandlica e acetato de
etila, a microdiluigio em caldo. Este ensaio foi realizado conforme
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) para testes
de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias aerébias (CLSI, 2009).

Micro-organismos

Nos testes antimicrobianos foram utilizadas cepas padrdao American Type
Culture Collection (ATCC), mantidas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual de Goias (UEG), descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Microrganismos utilizados na determinacdo da concentracdo minima

inibitéria (CMI).

Microrganismo ATCC

Bactérias Gram(+)
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228

Bactérias Gram (-)
Escherichia coli 8739
Escherichia coli 25312
Pseudomonas aeruginosa 27853

Manutencdo das cepas

A manutencdo das cepas foi realizada conforme descrito por Silva e
colaboradores (2008) com pequenas modificacdes. Primeiramente foram realizados
repiques das cepas em meio soélido agar Mueller Hinton, pela técnica de
esgotamento por estrias, a fim de se obter colénias isoladas. As placas foram
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incubadas a 35 °C po 24 horas. Apc’> sse tempo, transferiu-se a olnias |
isoladas e tipicas para um tubo de ensaio com vedacéo contendo 15 mL de caldo
BHI (brain heart infusion) contendo 20% de glicerol. Em seguida agitou-se o tubo de
ensaio em agitador (vortex) por 15 segundos, para melhor homogeneizacdo. Os
tubos foram incubados a 35 °C por 12 horas e, em seguida, transferidas aliquotas de
1,0 mL para microtubos tipo Eppendorf previamente esterilizados e devidamente
rotulados. Os tubos foram armazenados a 8 °C, por sete dias e, em seguida
congeladas em freezer a -20 °C.

Para realizacdo do bioensaio as cepas foram reativadas em agar Mueller
Hinton pela técnica do esgotamento. As placas foram semeadas com o
microrganismo de interesse, com o auxilio de alcas de platina e em seguida
incubadas a 35 °C por 24 h.

Preparacado dos in6culos

Os in6culos bacterianos foram preparados 15 minutos antes da préxima
etapa. Aqui eles foram suspendidos em solucdo salina estéril (NaCl 0,9 %) até
obtencao de uma turvacado correspondente a 0,5 da escala de McFarland, obtida
por leitura em espectrofotdmetro a 625 nm (79,4% a 83,2% de transmitancia). Em
seguida, uma diluicdo 1:10 em solucéo salina 0,9 % foi preparada, obtendo uma

concentracdo de células de 10" UFC mL™.

Determinacdo da CMI

O meio de cultura utilizado neste ensaio foi o caldo Muller Hinton (MH)
duas vezes concentrado. Por motivos de solubilidade, as unicas amostras
empregadas neste bioensaio foram o extrato bruto e as fracdes hidrometandlica e
acetato de etila, sendo que para melhor solubilizacdo do extrato e da fracdo
acetato de etila, foi necessaria a adicdo de DMSO 5%. As amostras foram diluidas
em caldo MH, obtendo-se solu¢gbes com concentrages de 2000, 1000, 500, 250,
125 e 62,5 pg.mL™. Também foi incluido neste ensaio os controle de teste,
utilizando o antibiético Cloranfenicol nas concentragbes de 250, 125 e 62,5
pg.mL: controle de viabilidade (caldo MH e as cepas bacterianas); e controle de

solvente (DMSO 5% e as cepas bacterianas).
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Em microplacas estéreis de 96 oos com fundo em “V”, prvids de tp e
com auxilio de uma micropipeta, a placa foi organizada de modo a conter 100 uL da
amostra na concentracao a ser testada e 5 pL da suspenséo bacteriana, sendo um
poco para cada tipo de cepa, sendo que o mesmo foi repetido para o controle de
teste, controle de viabilidade e controle de solvente. Também foram organizadas no
bioensaio, pocos contendo o controle negativo (branco) de todos os controle
testados, em todas as concentracdes estudadas, menos as cepas bacterianas.

A microplaca foi tampada e incubadas a 35 °C + 2 °C por 16-20 h. Apés este
periodo, foi realizada leitura visual, observando se h& ou n&o sedimentacdo ou
turvacado provindas das bactérias. A CMI foi definida como a menor concentragdo da
amostra em pg.mL™, capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano. O

bioensaio foi realizado em triplicata.

~ ResultadoseDiscussgd

A avaliacdo da capacidade antimicrobiana do extrato bruto e das fracdes
hidrometandlica e acetato de etila, foi realizada a partir do método de microdiluicéo,
com determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), que corresponde a
menor concentracdo de amostra necessaria para inibir o crescimento visivel do
microrganismo, apds um periodo de contato do microrganismo com a amostras em
varias concentracoes.

O valor da CMI foi determinado a partir da observacdo da auséncia de
sedimentacdo ou turvacdo nos pogos contendo com as amostras e a suspensao
bacteriana, apos o periodo de incubacéo de 24 horas.

Com a analise dos resultados da CMI (Tabela 2) do extrato bruto e das
fracGes hidrometandlica e acetato de etila, se determina que nenhuma das amostras
estudadas demonstraram sensibilidade ou inibicdo do crescimento bacteriano para
as 5 cepas utilizadas em concentragdo < 2000 pg. mL™. Enquanto que a droga
classica utilizada cloranfenicol, de acordo com o Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) inibiu o crescimento microbiano da P. aeruginosa na concentracéo
de 15 pg.mL™. Houve também a inibicdo do crescimento microbiana para a S.
epidermidis na concentracdo de 60 pg.mL™, sendo que para o restante das cepas

utilizadas ndo houve atividade antimicrobiana em nenhuma de suas concentracdes.
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Porém, a fracdo acetato de etila apresentou CMI de 200 ugmL'1 paraas
bactérias Gram-positivas, S. aureus e S. epidermidis. Tal fato pode ser atribuido, a
maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas, devido estas apresentarem uma
barreira de peptidoglicano presente em sua parede celular menor e mais fragil que
as Gram-negativas, as quais sao bactérias mais resistentes a acao antimicrobiana
(DUARTE et al., 2014; RABELO et al., 2014).

Tabela 2- Concentracdo minima inibitéria para o extrato bruto e as fracfes acetato
de etila e hidrometandlica.

Amostra CMI (pug. mL™)
E.coli E.coli S.aureus S. P.
8739 25312 25923 epidermidis  aeruginosa
12228 27853
Extrato bruto > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000
_ Fragéo, _ > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000
hidrometandlica
Fracdo acetato > 2000 > 2000 2000 2000 > 2000
de etila
Cloranfenicol >120 >120 > 120 60 15

De acordo com a CMI obtida do bioensaio com as amostras de extrato bruto
etandlico e fracdes hidrometanolica e acetato de etila das folhas de C. citrullifolia, se
determina que a acdo antimicrobiana ndo se encontra nesta parte da planta. Tal
acao pode ser encontrada em outras de suas fracdes ou em outra parte da planta

estudada que nao foram estudadas aqui.

Consideracfes Finais

A partir do estudo realizado para a determinagédo da atividade antimicrobiana
das amostras de extrato bruto etandlico e fragdes hidrometandlica e acetato de etila
das folhas de Cayaponia citrullifolia, ndo foi demostrado por nenhuma destas
amostras, sensibilidade ou inibicdo do crescimento bacteriano para as 5 cepas

utilizadas em concentragdo < 2000 pg. mL™,
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