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RESUMO: Introducdo: O aumento continuo da resisténcia bacteriana aos antibidticos
convencionais ¢ um problema de importancia global. Encontrar produtos como
alternativas terapéuticas naturais € essencial. As plantas medicinais possuem uma
composicdo quimica muito rica, que podem ser estruturalmente otimizadas e processadas
em novos antimicrobianos. Objetivo: Avaliar o potencial antibacteriano frente a
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microrganismos humanos potencialmente patogénicos do extrato etandlico e fracdes de
Copernicia prunifera. Metodologia: A triagem fitoquimica de plantas foi realizada
usando meétodos de precipitacdo e coloracdo e a atividade antibacteriana utilizando o
método de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo contra cepas padronizadas de
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Resultados: A triagem fitoquimica revela a presenca de taninos, flavonoides,
esteroides, triterpernoides, saponinas e alcaloides. Os extratos etanolico e fracdes da casca
do caule e folhas tiveram atividade inibitoria contra S. aureus e K. pneumonie com zona
de inibicdo que variou de 7,0+1,73 a 9,33+£0,58 mm pelo método de difusdo em disco.
Pelo método de microdiluicdo em caldo os extratos foram satisfatrios somente contra K.
pneumoniae (CIM = 125 a 1000 pg/mL) S. aureus, P. aeruginosa e E. coli se mostraram
resistentes aos testes (CIM > 1000 pg/mL). Concluséo: Esses resultados fornecem uma
base para futuras investigacdes em modelos in vivo, para que os compostos de C.
prunifera possam ser aplicados no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
contra K. pneumoniae.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias; Carnauba; Triagem Fitoquimica; Metabdlitos
Secundarios.

IN VITRO ACTIVITY OF EXTRACTS AND FRACTIONS OF COPERNICIA
PRUNIFERA (ARECACEAE) AGAINST BACTERIA OF CLINICAL
IMPORTANCE IN PUBLIC HEALTH

ABSTRACT: Introduction: The continuous increase in bacterial resistance to
conventional antibiotics is a problem of global importance. Finding products as natural
therapeutic alternatives is essential. Medicinal plants have a very rich chemical
composition, which can be structurally optimized and processed into novel
antimicrobials. Objective: To evaluate the antibacterial potential against potentially
pathogenic human microorganisms of the ethanolic extract and fractions of Copernicia
prunifera. Methodology: Phytochemical screening of plants was performed using
precipitation and staining methods and antibacterial activity using the disk diffusion and
broth microdilution method against standardized strains of Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Results:
Phytochemical screening reveals the presence of tannins, flavonoids, steroids,
triterpernoids, saponins and alkaloids. The ethanolic extracts and fractions of stem bark
and leaves had inhibitory activity against S. aureus and K. pneumonie with zone of
inhibition ranging from 7.0+1.73 to 9.33+£0.58 mm by disc diffusion method. By broth
microdilution method the extracts were satisfactory only against K. pneumoniae (MIC =
125 to 1000 pg/mL) S. aureus, P. aeruginosa and E. coli were resistant to the tests (MIC
> 1000 pg/mL). Conclusion: These results provide a basis for further investigation in in
vivo models, so that compounds from C. prunifera can be applied in the development of
new antimicrobial agents against K. pneumoniae.

KEYWORDS: Bacteria; Carnauba; Phytochemical Screening; Secondary Metabolites.

ACTIVIDAD IN VITRO DE EXTRACTOS Y FRACCIONES DE COPERNICIA
PRUNIFERA (ARECACEAE) FRENTE A BACTERIAS DE IMPORTANCIA
CLINICA EN SALUD PUBLICA

RESUMEN: Introduccion: El continuo aumento de la resistencia bacteriana a los

antibidticos convencionales es un problema de importancia mundial. Es esencial
encontrar productos como alternativas terapéuticas naturales. Las plantas medicinales
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tienen una composicion quimica muy rica, que puede optimizarse estructuralmente y
transformarse en nuevos antimicrobianos. Objetivo: Evaluar el potencial antibacteriano
frente a microorganismos humanos potencialmente patdgenos del extracto etandlico y
fracciones de Copernicia prunifera. Metodologia: Se realizo el cribado fitoquimico de las
plantas mediante los métodos de precipitacion y tincion y la actividad antibacteriana
mediante el método de difusién en disco y microdilucion en caldo frente a cepas
estandarizadas de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus. Resultados: El cribado fitoquimico revela la presencia de taninos,
flavonoides, esteroides, triterpernoides, saponinas y alcaloides. Los extractos etanolicos
y las fracciones de la corteza del tallo y las hojas presentaron actividad inhibitoria contra
S. aureus y K. pneumonie con una zona de inhibicion que oscilé entre 7,0+1,73 y
9,33+0,58 mm por el método de difusién en disco. Por el método de microdilucion en
caldo, los extractos sélo fueron satisfactorios frente a K. pneumoniae (CMI = 125 a 1000
pg/mL). S. aureus, P. aeruginosa y E. coli fueron resistentes a las pruebas (CMI > 1000
pg/mL). Conclusiones: Estos resultados proporcionan una base para futuras
investigaciones en modelos in vivo, de modo que los compuestos de C. prunifera puedan
aplicarse en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos contra K. pneumoniae.
PALABRAS CLAVE: Bacterias; Carnauba; Screening Fitoquimico; Metabolitos
Secundarios.

1. INTRODUCAO

Apesar dos avancos técnicos-cientificos, as doencas infeciosas ocupam posi¢do
de destaque como causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Isso ocorre devido
a habilidade dos microrganismos se tornarem resistentes a uma linha de antibioticos
robusta, diminuindo a eficacia terapéutica. Tal habilidade impde a necessidade de estudos
com foco no desenvolvimento de novos antimicrobianos a serem utilizados no combate
e/ou no controle desses patogenos (MUNITA; ARIAS, 2016).

Nesse contexto, a busca por substancias com atividade antimicrobiana tem
direcionado a atencdo especial as plantas medicinais, entre elas, a da flora brasileira.
Nesse cendrio, o Brasil é o pais com maior proporc¢éo de biodiversidade, por volta de 15%
a 20% do total no mundo (BRASIL, 2016; MUNITA; ARIAS, 2016).

Dentro dessa diversidade bioldgica, encontra-se a Carnalba, carnaiba ou
carnaubeira (Copernicia prunifera, Arecaceae), que € uma arvore nativa do nordeste do
Brasil, do bioma da caatinga, localizada sobretudo nos estados do Maranhao, Piaui, Ceara
e Rio Grande do Norte e em menor densidade no Tocantins, Goias, no Norte de Minas
Gerais e vale do S&o Francisco. Tudo na C. prunifera pode ser utilizado, tronco, frutos,
folhas, palmito, raizes e as sementes, para alimentacao, artesanato, cosméticos e produtos
farmacéuticos. O p6 cerifero (cera) é o produto de maior importancia econdmica
(BRASIL, 2014).
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A cera recobre as folhas, principalmente as mais jovens, tornando-a
internacionalmente conhecida como “carnauba wax” (DE SOUSA et al., 2015). Esta cera
tem grande importancia, onde tem sido utilizada como matéria-prima para diversos
produtos industriais (DE FREITAS et al., 2019).

Além de oferecer possibilidades de atividades econémicas diversas, as raizes tém
uso medicinal; e a cera entra na composi¢cdo de diversos produtos na industria
farmacéutica (CAVALCANTI, 2014). No entanto, considerando que a Carnauba possui
uma composicdo quimica diversificada, e € amplamente utilizada em processos
industriais, incluindo a fabricacdo de alimentos, produtos farmacéuticos e cosmeticos,
surpreendentemente poucos estudos investigaram sua atividade antimicrobiana
(ANDRADE et al., 2018).

Em revisdo sobre o perfil fitoquimico da Carnalba, foi identificada a presenca de
fenois, taninos, antocianinas, antocianidinas, saponinas, esteroides livres,
leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavonois, flavanonas, flavonoides e xantonas,
que sdo compostos com reconhecidas atividades bioldgicas, entres elas, antibacteriana,
antifangica e antiviral (SILVA et al., 2017; ANDRADE et al., 2018).

Embora C. prunifera seja hoje reconhecida como uma planta nativa brasileira com
crescente interesse em pesquisa e aumento do uso comercial e industrial de produtos
terapéuticos, pode-se afirmar que o potencial terapéutico da casca do caule e folhas néo
foi totalmente explorado. Até onde sabemos, 0s compostos dos extratos da casca do caule
e folhas desta espécie ndo foram analisados quanto o potencial antimicrobiano contra as
cepas aqui testadas. Considerando esse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial antibacteriano frente a microrganismos humanos potencialmente
patogénicos do extrato etandlico e fracbes de Copernicia prunifera. Além disso, o perfil

fitoguimico foi avaliado.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta e Identificacdo de Material Vegetal

Para os testes, foram utilizadas folhas e casca do caule de C. prunifera, coletados
na regido do Cerrado de S&o Jodo do Soter, Maranhdo, 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 Maranhdo (UEMA)
sob o voucher HABIT 4142. Registrada no Sistema Distribuido de Informagdo que

Integra Dados Primérios de Colec6es Cientificas (SpeciesLink).
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Ap0s a secagem a 26x1°C, sob abrigo da luz, as folhas e a casca do caule foram

2.2 Obtencdo dos Extratos Vegetais

moidas em moinho de facas. A extracdo foi feita por maceracdo estatica das amostras em
pé (100 g cada) em 1000 ml de etanol 99% (alcool etilico absoluto PA ACS,
C2H60/99,8%, Dinamica®) como solvente, em extrator de vidro (26+£1°C). Os extratos
foram concentrados em evaporador rotativo (Solab SL-126), acoplado a bomba de vacuo
(Prismatec 132) para remocao dos solventes e obtencdo do extrato bruto.

2.3 Fracionamento Quimico

Os extratos etanolicos de C. prunifera das folhas e da casca do caule foram
suspensos separadamente em uma mistura de metanol (alcool hidratado neutro PA,
CH3OH, Dinamica ®) e agua destilada (2:3), e submetidos sucessivamente ao processo
de divisdo liquido-liqguido com hexano (PA, CeHuws, Dindmica ®), cloroformio (PA,
CHCI3, Dinamica®) e acetato de etila (PA, C4H802, Dinamica®).

Ap6s a remocdo dos solventes em evaporador rotativo (Solab SL-126), acoplado
a uma bomba de vacuo (Prismatec 132), foram obtidas quatro fracdes do extrato etandlico
das folhas e casca do caule de C. prunifera em: hexano (FHX), cloroférmio (FCL),
acetato de etila (FAce) e hidrometanol (FHi) (UCHOA et al., 2016). Os extratos brutos
em etanol e fracOes resultantes da particdo foram submetidos a ensaios in vitro

de atividade antimicrobiana e analise fitoquimica.

2.4. Atividade Antimicrobiana
2.4.1 Culturas Microbianas

Os extratos vegetais foram testados contra as cepas padrdes da American Type
Culture Collection (ATCC), a saber: K. pneumoniae ATCC 13883, E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923. Os microrganismos foram ativados
em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Kasvi) e incubados por 24 h a 36 + 1° C. Apdés esse
periodo, as cepas foram semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA, Kasvi) por 24 ha 36 + 1°
C. As cepas bacterianas foram mantidas em repiques sucessivos em meio de cultura agar

TSA durante os testes de suscetibilidade in vitro.

2.4.2 Método Difusdo em Disco
O padréo de suscetibilidade aos extratos de C. prunifera de cada isolado foi

determinado pelo método de difusdo em disco de acordo com Bauer et al. (1966) em
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placas de &gar Mueller-Hinton (MH, Kasvi). As suspensdes de bactérias de teste
padronizadas (equivalente ao padrdo 0,5 de McFarland 1,0x10 8 UFC/mI) foram
inoculadas uniformemente em toda a superficie de agar MH usando swabs estéreis.
Discos de papel de filtro de 6 mm (KAJ-LAB) com as diferentes fragdes separadamente,
nas concentragdes: 1,0, 2,5, 5,0, 10, 25, 50 e 100 mg/mL foram colocados nas placas
inoculadas ap6s o disco ser embebido com 15 pl dos extratos diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%. Foi utilizado como controle positivo discos de
antibioticos de ciprofloxacina (CIP: 5 pug), e como controle negativo DMSO a 10%.

As placas foram incubadas invertidas em estufa microbioldgica (36+1 °C por 24
h). Todos os testes foram realizados em trés réplicas. Os halos de inibicdo foram medidos
em mm de didmetro em &reas onde ndo era visivel o crescimento microbiano e os
resultados foram interpretados de acordo com diretrizes (BAUER et al., 1966;
SOYINGBE; MONGALO; MAKHAFOLA, 2018).

2.4.3 Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi realizada através da técnica de microdilui¢cdo 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. A proporcdo de DMSO utilizada foi inferior a 5%, o que é
considerado ndo toxico para cepas bacterianas (KOCSIS; HARKAWAY; SNYDER,
1975).

O indculo ajustado (0,5 McFarland) foi diluido em caldo BHI duplo até a
concentragdo final de 10° UFC/mL por pogo. A montagem do teste consistiu
primeiramente na distribuicdo de 100 puL de BHI previamente inoculado nos pogos da
placa de microdilui¢do, em seguida, 100 pL do extrato e fracdes foram adicionados aos
pocos da linha A, homogeneizou-se e retirou-se 100 pL de cada pocgo da linha A para a
linha B e, assim sucessivamente, até os pocos da linha G, do qual foi retirado 100 pL e
descartados. Assim, foram realizadas sete dilui¢bes obtendo-se concentragdes variando
de 4000 a 62,5 pg/mL. Apos 24 h de incubacéo, foram adicionados 20 pL de resazurina
(0,01%) e apds 1 h de reacéo, as leituras foram realizadas.

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 antibiotico ou

extrato) e controle de esterilidade (BHI sem inoculo e extratos vegetais).
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2.5 Analise Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica de metabodlitos secundarios no extrato etanolico e
fragcOes de C. prunifera foi realizada de acordo com reagdes qualitativas de precipitacéo
e coloracdo em tubo de ensaio, segundo Matos (2009). A presenca de taninos,
flavonoides, esteroides, triterpenoides, saponinas e alcaloides foi investigada. Todos 0s
testes foram realizados em tubos de ensaio contendo 2 mL de cada fracdo separadamente,
em triplicata. Como controle, foi utilizada &gua destilada no lugar das fracdes de extrato.

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

Na identificacdo dos flavonoides foi realizada através do teste de Shinoda. Foram
adicionados 100mg de magnésio (Mg) e 2 mL de &cido cloridrico (HCI, PA). O término
da reacdo é indicado pelo fim da efervescéncia, onde a presenca de flavonoides é
confirmada pela coloragcdo vermelha ou marrom.

Na identificacdo dos esteroides e triterpendides foi realizado através da reacéo de
Lieberman-Burchard. Em 2 mL do extrato foi adicionado 3 mL de cloroférmio (CHCls,
PA), 2 mL de anidrido acético (CsHeO3) e 150uL de acido sulfurico (H2SO4), de forma
cuidadosa agitada repetidamente e observada o aparecimento de coloracdo; o
aparecimento de cor azul seguido de verde permanente indica a presenca de esteroides
livres, enquanto o azul seguido de vermelho indica triterpendides pentaciclicos livres.

Para os testes de saponina, foram adicionados 2mL de CHCIls e 5 mL de &gua
destilada, agitando em vértex por 3 min; a formacdo 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. Nos tubos de ensaio foram inseridas 250uL do reativo de Wagner
(1,27 g de 2 (iodo) e 2g de iodeto de potassio (KI) diluido em 5 mL de agua destilada,
completando-se para 100 mL). Homogeneizando-se manualmente por 1 minuto. Uma
leve turbidez ou precipitado se forma no fundo do tubo, apresentando coloragéo (roxa a
alaranjada, ou branco, creme e marrom) evidenciando a presenga de compostos alcaloides
(KLOSS et al., 2016).
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2.6 Analise Estatistica

Os dados gerados a partir do efeito antibacteriano foram inseridos no Microsoft
Excel para computar estatisticas descritivas da média e desvio padrdo do didmetro médio
dos halos de inibicdo. Esses dados foram entdo exportados para o Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0, cujos dados que apresentaram normalidade
(Teste de Shapiro Wilk) e homogeneidade (Teste de Levene) para dois grupos foram
analisados pelo teste paramétrico T Student para amostras independentes, e para os dados
que ndo atenderam esses pressupostos, foram analisados pelo Teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Os dados com trés ou mais grupos que atenderam 0s pressupostos de
normalidade e homogeneidade foram analisados pela anélise de variancia Two-Way
ANOVA. Em todos os testes o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS
3.1 Triagem Fitoquimica
A prospeccao fitoquimica das classes de metabdlitos secundarios da folha e casca

do caule de C. prunifera sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise da composicéo fitoquimica do extrato etandlico bruto e fragdes da casca do caule e das
folhas de C. prunifera.

% UNIPA

Compostos C. prunifera (Folhas) C. prunifera (Casca do
caule)
1 2 3 4 5 1 2 3 4

BFARAL AL

Taninos hidrolisaveis

Taninos condensados + o+ + + - + o+ o+
Fenois - - - - - - - -
Flavonoides + - + + - - + o+
Esteroides livres + - - - + + - -
Triterpendides pentaciclicos livres - + - + - - + o+
Saponina - + - - - + - -
Alcaloide + - + + - - +

Reacdo: presente (+); ausente (-); 1 - Fracdo Bruta; 2 - Fracdo Hexanica; 3: Fracdo cloroférmica; 4:
Fracdo Acetato de Etila; 5: Fracdo Hidrometandlica.
Fonte: Os autores, 2022.

Os taninos hidrolisaveis e fenodis ndo estavam presentes em nenhuma parte desta
espécie sob essa condigdo de extracdo. Os taninos condensados estavam presentes em
quase todas as fracdes de C. prunifera, exceto na FCI das folhas e Fhex da casca do caule.
Os flavonoides estavam presentes na FBr, FAce e FHi de ambas as partes do espécime,

exceto nas FHex e FCI.
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Os esteroides livres ocorrem somente na FBr das folhas e na FHex e FCI da casca

% UNIPAR

do caule, enquanto que os triterpendides pentaciclicos livres estavam presentes somente
na FHex das folhas e FBr, FAce e FHi da casca do caule. As saponinas estavam presentes
somente na FHex e na FAce das folhas, e na FCI da casca do caule, enquanto os alca-
loides estavam presentes na FBr e FHi das folhas e FBr, FCl e FHi da casca do caule de

C. prunifera.

3.2 Atividade Antimicrobiana

Os resultados da atividade antibacteriana do extrato bruto e fracbes das folhas de
C. prunifera sdo mostrados na Tabela 2. Através do método de difusdo em disco, 0s
extratos tiveram baixa atividade antimicrobiana somente nas fragdes FBr e FHi das
folhas e FCI e FAce da casca do caule de C. prunifera com halos de inibi¢cdo variando
de 7,0+1,73 a 9,33+0,58 mm. Os extratos ndo inibiram o crescimento microbiano de E.
coli e P. aeruginosa.

Em termos de zona de inibicdo S. aureus foi 0 mais sensivel apresentando halos
de 9,33+0,58 mm na FBr das folhas na concentracdo de 100 mg/mL. Os resultados
mostram atividade da FBr das folhas contra K. pnemoniae na concentracdo de 100
mg/mL, enquanto que S. aureus apresentou atividade a partir da concentragdo de 50
mg/mL (8,33+0,58 mm).

A FHi das folhas apresentou atividade na concentracdo de 50 e 100 mg/mL
(7,67+0,58 e 8,67+0,58 mm) contra S. aureus e a 100 mg/mL (7,0+£1,73 mm) contra K.
pneumoniae. A FCI na concetracdo de 100 mg/mL da casca do caule foi a Unica fracdo
capaz de inibir o crescimento de K. pneumoniae (8,3+3,23 mm), enquanto que a FAce na
concentracdo de 100 mg/mL foi capaz de inibir somente S. aureus (8,0+1,00 mm),
mostrando menor atividade na casca do caule de C. prunifera. Ndo foi observado
concentrag0es menores capazes de inibir o crescimento microbiano dessas mesmas

fragdes pelo método de difusdo em disco.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana do extrato bruto e fragcdes das folhas e da casca do caule de C.

prunifera.

Fragao S.a. K. p. E.c P. a.

ATCC 25923 ATCC 13883 ATCC 25922 ATCC 27853

Cl VAl C+ Cl ZI c+ (I VA C+ Cl Zl C+
FFBr 50 8,3310,58 28 - - 32 - - 33 - - 27

100 9,33+0,58 28 100 8,67+1,53 32 - - 33 - - 27
FFHex - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
FFCI - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
FFAce - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
FFHi 50 7,67+0,58 28 - - 32 - - 33 - - 27

100 8,67+0,58 28 100 7,0£1,73 32 - - 33 - - 27
CFBr - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
CFHex - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
CFCl - - 28 100 8,3+3,23 32 - - 33 - - 27
CFAce 100 8,0+1,00 28 - - 32 - - 33 - - 27
CFHi - - 28 - - 32 - - 33 - - 27
Dados estatisticos p-valor'= 0,094*

p-valor? = 0,898*

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo dos ensaios em trés réplicas. p-valor': Teste U
de Mann-Whitney; p-valor?: Teste T Student; F: Folha; C: Casca; FBr: Fragdo Bruta; FHex: Fracdo
Hexanica; FCI: Fracdo Cloroférmica; FAce: Fragdo Acetato de Etila; FHi: Fracdo Hidrometandlica; Cl:
Concentracdo Inibitoria (mg/mL); C+: Ciprofloxacina; -: N&o ativo; S. a.: Staphylococcus aureus; K. p.:
Klebsiella pneumoniae; E. c.: Escherichia coli; P. a.: Pseudomonas aeruginosa; *: nao significativo.
Fonte: Os autores, 2022.

Em comparacdo entre as fragbes das folhas que tiveram resposta, o teste de Mann-
Whitney mostra que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre a FBr e FHi
(p=0,094). Com relacdo as fracdes da casca do caule, o teste T Student mostra que nao ha
diferenga estatisticamente significativa entre a FCl e FAce (p=0,898) de C. prunifera.

A Figura 1 mostra uma analise comparativa entre os extratos e fracdes das folhas
e da casca do caule de C. prunifera. O teste Two-Way ANOVA mostra que ndo ha

diferenca estatisticamente significativa (p=0,399).
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Figura 1. Analise comparativa dos halos de inibigdo entre os extratos das folhas e casca do caule de C.
prunifera contra bactérias de importancia clinica em saide publica.p-valor: Two-Way ANOVA, C:
Casca; F: Folhas; FBr: Fragdo Bruta; FCI: Fracao Cloroformica; FAce: Fracdo Acetato de Etila; FHi:
Fracdo Hidrometandlica; *: N&o significativo.
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Fonte: Os autores, 2022.

3.3 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os valores de CIM (expressos em pg/mL) dos extratos de C. prunifera obtidos a
partir de testes antibacterianos usando o método de microdiluicdo em caldo séo
apresentados na Tabela 3. Ao contrario do método de difusdo em disco, a atividade
antibacteriana mais potente foi exibida contra K. pneumonia na FBr e FAce da casca do
caule a 125 pg/mL, seguido da FBr das folhas a 250 pg/mL e FHex e FAce a 500 pg/mL.
Curiosamente a cepa de S. aureus se mostrou mais resistente aos testes, apresentando,
respectivamente, resposta somente a 2000 pug/mL na FBr e FAce da casca do caule e FBr
das folhas e a 4000 pg/mL na FCI e FAce da casca do caule. Assim como pelo método
de difuséo em disco, as cepas P. aeruginosa e E. coli se mostraram resistes aos extratos
de C. prunifera, em que a FAce foi a Unica fragdo capaz de inibir o crescimento de P.
aeruginosa a 2000 pg/mL. A E. coli ndo apresentou sensibilidade a nenhuma das fragdes

teste.
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Tabela 3. Valores da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos e fragdes da casca do caule e
folhas de C. prunifera frente as bactérias ATCC.

Bactérias Extratos CIM (ug/mL)

C. prunifera (Casca) C. prunifera (Folha)

FBr FHex FCI FAce FHi FBr FHex FCl FAce FHi
K. p. 125 - 2000 125 1000 250 500 1000 500 4000
P.a. - - - - - - - - 2000 -
S. a. 2000 - - 2000 - 2000 - 4000 4000 -
E.c. - - - - - - - - - -

FHex: Fracdo Hexanica; FCI: Fracdo Cloroférmica; FAce: Fracdo Acetato de Etila; FHi: Fracdo
Hidrometandlica; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; pg/mL: microgramas por mL; NA = ndo ativo;
K. p.: Klebsiella pneumoniae; P. a.: Pseudomonas aeruginosa; S. a.: Staphylococcus aureus; E. c.:
Escherichia coli.

Fonte: Os autores, 2022.

4. DISCUSSAO

Nos ensaios antibacterianos, as fracdes que apresentaram CIMs >1.000 pg/mL
contra as cepas testadas indicam atividades baixas a moderadas. De fato, CIMs >1.024
pg/mL ndo apresentam efeitos clinicamente relevantes contra determinada bactéria, pois
concentracdes acima disso requerem uma alta dose do produto natural para atingir essa
concentracdo em niveis plasmaticos (HOLETZ, et al., 2002; HOUGHTON et al.,
2007). As CIMs sdo referidas como o padrdo-ouro para determinar a suscetibilidade dos
organismos aos antimicrobianos. Um valor CIM mais baixo indica a necessidade de
menos quantidade de droga para inibir o crescimento de organismos.

Nesse contexto, 0 estudo mostra que as cepas apresentaram resisténcia a maior
parte dos extratos de C. prunifera, apresentando atividade inibitéria em poucas fragdes
contra S. aureus e K. pneumoniae pelo método de difusdo em disco, e atividade inibitdria
moderada a fraca contra K. pneumoniae (CIM, 100-1000 pg/mL) pelo método de
microdiluicdo em caldo. No presente estudo, os extratos de C. prunifera contra S. aureus,
E. coli e P. aeruginosa apresentaram inatividade pelo método de microdiluicdo em caldo,
considerando valores de CIM acima de 1.000 pg/mL.

Existem poucos estudos que retratam atividade antimicrobiana de C. prunifera,
pois o foco das investigacdes esta no seu po cerifero, especialmente contra fungos.
Andrade et al. (2018) demonstraram que a cera de C. prunifera tem atividade antifingica

contra os_dermatdfitos Trichophyton rubrum e Microsporum canis. Cruz et al. (2002)

demonstraram que 0s compostos como a quitinase e uma B-1,3-glucanase extraida da cera
de C. prunifera tipo B, apresentaram acéo fungicida contra fitopatdégenos. Ribeiro Junio
et al. (2022) apresentaram resultados semelhantes, onde a presenca dessas proteinas
separadas inibiu o desenvolvimento inicial dos fungos Fusarium oxysporum e

Colletotrichum lindemuthianum.
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Quando se trata da familia Arecaceae, existem muitos estudos de atividade
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antimicrobiana com o padréo de suscetibilidade semelhante de C. prunifera contra as
cepas aqui testadas. Como os estudos realizados por Nonato et al. (2018) com os frutos
de Mauritia flexuosa L. f. (Buriti), De Souza et al. (2022) com os frutos de Mauritiella
armata (Buritiana), De Oliveira et al. (2016) com as folhas de M. flexuosa (Buriti),
Acrocomia aculeata (Macalba) e Attalea speciosa (Babacu) e Jobim et al. (2014) com a
polpa e casca de Astrocaryum aculeatum (Tucumd) que observaram inatividade dos
extratos contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

No entanto, Azam et al. (2016) mostram atividade dos extratos das folhas de
Caryota urens (Palmeira Rabo-de-Peixe) contra organismos Gram-positivos e Gram-
negativos, entre eles E. coli e P. aeruginosa. A sintese verde de nanoparticulas usando
fonte vegetal da arvore Cocous nucifera (Coqueiro) também exibiu atividade
antibacteriana contra P. aeruginosa e assim como no presente estudo, contra K.
pnuemoniae (MARISELVAM et al., 2014).

E importante ressaltar, que nos estudos citados, as andlises fitoquimicas
identificaram a presenca de compostos fendlicos (taninos) e flavonoides (JOBIM et al.,
2014; DEOLIVEIRA et al., 2016; NONATO et al., 2018; DE SOUZA et al., 2022). Esses
foram os compostos majoritarios em nossas analises, demonstrando que esses metabolitos
secundérios s&o comuns em membros da familia Arecaceae.

Estudos anteriores sugerem que compostos fenolicos e flavonoides (acido galico,
acido cafeico, acido p -cumarico, quercetina, rutina e catequina) em plantas possuem
forte atividade antimicrobiana (DELLAVALLE et al., 2011; ANANTH et al., 2013). As
estruturas desses metabdlitos facilitam sua a¢do contra diversos patdégenos, pois formam
complexos com proteinas extracelulares e sollveis, causando ruptura de membranas e
inibicdo enzimatica (NONATO et al., 2018). No entanto, nas evidéncias analisadas
(JOBIM et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2016; NONATO et al., 2018; DE SOUZA et
al., 2022) e no presente estudo esses compostos ndo exibiram atividade contra E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus (CIM ausente ou >1000 pg/mL).

Apesar disso, na microdiliuicdo em caldo observou-se que a maior parte das
fragOes foram capazes de inibir de forma efetiva a K. pneumoniae. Segundo Andrade et
al. (2018) a presenga de compostos fenolicos e flavonoides pode ser responsavel pelo
efeito antimicrobiano da cera de C. prunifera observado. Como esses foram os compostos
principais em nossas andlises, acredita-se que tenha relagdo com a atividade

antibacteriana observada (valores de CIM de 100 a 1000 pg/mL). Além disso, a atividade
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polaridade entre os solventes utilizados para o fracionamento quimico, que refletem na
permeabilidade através da membrana das partes da planta, aumentando ou diminuindo o
numero de compostos extraidos (HABTOM; GEBREHIWOT, 2019).

As cepas de E. coli e P. aeruginosa foram resistentes aos extratos da casca e folhas
de C. prunifera. Essa resposta se baseia na estrutura dessas bactérias, microrganismos
Gram-negativas tendem a ser mais resistentes aos principios bioativos dos vegetais,
especialmente devido a complexidade da dupla membrana que limita a difusdo de
compostos bioativos (JOSHI, 2018).

Os resultados mostram que os extratos de C. prunifera podem ser fontes potenciais
de agentes naturais contra K. pneumoniae. A presenca de compostos fendlicos e
flavonoides pode ser responsavel pelo efeito antibacteriano dos extratos. No entanto,
considerando que os estudos foram realizados com extratos brutos e fraces, € dificil
identificar quais compostos exercem a atividade antibacteriana. No caso de E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus, dependendo do composto ou de sua quantidade, ndo foi capaz de
inibir de forma efetiva esses patdgenos. Nesse caso, apenas o isolamento dos constituintes
quimicos nos extratos possibilitaria a elucidacdo dos compostos quimicos, concentracdo
e se de forma isolada existe a presenca de atividade antimicrobiana efetiva. Além disso,

permitiria identificar os compostos que foram efetivos contra K. pneumoniae.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse trabalho demonstraram que as fragdes FBr, FAce e FHi da
casca do caule e a FBr, FHex, FCl e FAce das folhas obtidas de C. prunifera,
apresentaram atividade antimicrobiana moderada a fraca contra K. pneumoniae,
indicando que esta planta tem potencial para ser utilizada no desenvolvimento de
alternativas terapéuticas contra esse patdgeno, especialmente a FBr e FAce da casca do
caule, por apresentaram valores de CIM mais baixos.

A andlise fitoquimica mostrou a presenca principalmente de compostos fendlicos
(taninos) e flavonoides, que podem ser responsaveis por suas propriedades
farmacoldgicas in vitro. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para
elucidar as propriedades quimicas e biologicas de C. prunifera como fonte potencial de
novos compostos bioativos.

O estudo realizado apresentou importantes limitagbes quanto a obtencdo do

extrato bruto e fragcdes. Para a casca do caule o rendimento de C. prunifera foi muito
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baixo, onde exigiu uma grande quantidade de material vegetal para obter o extrato bruto
para as andlises e particdo liquido-liquido. Para ambas as partes do espécime, mesmo que
existisse uma grande quantidade do extrato bruto, o rendimento de algumas fragoes
durante o fracionamento quimico era muito baixo, no qual exigiu maior quantidade de
extrato vegetal para obter fracGes suficientes para os testes, requerendo mais tempo e
recursos.

Outras investigacdes sobre sua acdo farmacoldgica sdo recomendadas para
esclarecer sua acdo em resultados in vivo, pois ainda existe a possibilidade de os
compostos ativos serem degradados ou metabolizados dentro do sistema vivo. Além
disso, maior énfase deve ser dada a pesquisa sobre avaliagcdes de risco de toxicidade dessa

espécie.
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