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RESUMO

Os prebioticos sdo ingredientes seletivamente fermentados por bactérias que permitem mudancas
especificas na composicdo da microbiota gastrointestinal, conferindo assim beneficios a satde do
hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo e/ou atividade de populacdes de bactérias
desejaveis no colon. Pesquisas demonstram sua eficacia quando utilizados para evitar o
desenvolvimento de doengas gastrointestinais, diante do exposto, estudos tém sido realizados com
0 objetivo de aplicar o mesmo principio a microbiota facial ao introduzi-los em formulacdes
cosméticas de uso topico, a fim de prevenir e/ou tratar doencas dérmicas. Exemplos de prebioticos
sdo os oligossacarideos, que podem ser encontrados no fruto maduro de Annona crassiflora (A.
crassiflora), e os polifendis presentes nas folhas de Mangifera indica (M. indica). Com isso, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade prebidtica dessas espécies frente a alguns
microrganismos presentes na microbiota facial, sendo eles Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus epidermidis (S. epidermides) e Staphylococcus aureus
(S. aureus). Para isso, foram realizados testes de identificacdo de fendlicos, flavonoides e taninos
totais, avaliacdo qualitativa e quantitativa da atividade microbioldgica dos extratos e avaliacdo da
atividade prebiotica. Com base nos resultados obtidos, foi possivel obter bons rendimentos para
ambos os extratos. Foi possivel detectar a presenca de compostos (fendélicos e flavonoides) nas folhas
de M. indica e (fendlicos) na polpa de A. crassiflora. Ambos apresentaram atividade antimicrobiana,
além disso, observou-se que a associacdo dos extratos apresentou uma possivel atividade prebidtica

para o género Staphylococcus e para E. coli.

Palavras chave: Microbiota facial, prebidtico, Mangifera indica, Annona crassiflora.



ABSTRACT

Prebiotics are ingredients selectively fermented by bacteria that allow specific alterations in the
composition of the gastrointestinal microbiota, thus conferring benefits to the health of the host, by
selectively stimulating the sensitivity and/or activity of desirable bacterial populations in the gut.
Research demonstrates its effectiveness when used to prevent the development of gastrointestinal
diseases, given the above, studies were carried out with the aim of applying the same principle to
the facial microbiota by introducing them into cosmetic formulations for topical use, in order to
prevent and/or treat dermal diseases. Examples of prebiotics are the oligosaccharides, which can be
found in the ripe fruit of Annona crassiflora (A. crassiflora), and in the polyphenols present in the
leaves of Mangifera indica (M. indica). Thus, the present study aimed to evaluate the prebiotic
activity of these species against some microorganisms present in the facial microbiota, namely
Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus epidermidis
(S. epidermides) and Staphylococcus aureus (S. aureus). For this, tests were carried out to identify
phenolics, flavonoids and total tannins, qualitative and quantitative evaluation of the microbiological
activity of the extracts and evaluation of the prebiotic activity. Based on the results obtained, it was
possible to obtain good yields for both extracts. It was possible to detect the presence of compounds
(phenolics and flavonoids) in the leaves of M. indica and (phenolics) in the pulp of A. crassiflora.
Both observed antimicrobial activity, in addition, it was recommended that the association of

extracts presented a possible prebiotic activity for the genus Staphylococcus and for E. coli.

Keywords: Facial microbiota, prebiotic, Mangifera indica, Annona crassiflora.
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1. INTRODUCAO

Os prebioticos séo substancias seletivamente fermentadas pelas bactérias, capazes de
estimularem a proliferacdo e/ou atividade de popula¢Bes dos microrganismos desejaveis, e
adicionalmente inibir a multiplicagdo de microrganismos com alto indice de patogenicidade
para aquele local, conferindo assim beneficios a saude do hospedeiro (BRASIL, 2011;
GUARNER et al., 2017).

O consumo de prebidticos pode evitar o desenvolvimento de doencas gastrointestinais,
diabetes mellitus tipo 1, doencgas cardiovasculares, obesidade, e inclusive melhorar o sistema
imunolodgico de forma geral, visto que eles sdo capazes de estimular o crescimento e a atividade
de bactérias especificas, contribuindo diretamente na manutencdo de uma microbiota saudavel
(ARRUDA; PEREIRA; PASTORE, 2016; DAVANI-DAVARI et al., 2019).

Como ja apresentado pela literatura, no corpo humano a microbiota é diversa e esta
presente ndo somente no intestino, mas na cavidade oral, no trato respiratorio, genital e urinario,
e na pele o0 maior 6rgédo do corpo humano (MAGUIRE; MAGUIRE, 2017).

A pele sofre constantemente ameacas quimicas, fisicas e microbioldgicas que podem
comprometer a microbiota natural levando ao aparecimento de doencas, como acne, rosacea,
psoriase, dermatite atdpica, entre outros (CATINEAN et al., 2019; MANCINI, 2019).

Tendo em vista as possibilidades de alteracdes prejudiciais na microbiota natural
dérmica, se faz necessario o uso de substancias que possuam a capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos potencialmente nocivos e estimule o crescimento de
microrganismos benéficos (HONG et al., 2020) somando tais efeitos a manutencdo do
equilibrio dessa microbiota e a homeostase da pele.

Dessa forma, tem-se obeservado um aumento pela busca e uso de produtos de higiene e
cosmeéticos capazes de reestabelecer a homeostase dessa microbiota. Além disso, observa-se
uma tendéncia pela procura por biocosméticos (GOYAL; JEROLD, 2023). De acordo com
relatorios de analise de mercado relacionados a produtos para a pele, o mercado global de
cosméticos organicos e naturais deve atingir US$ 25,11 bilhdes até 2024 (MARKET
RESEARCH REPORT, 2021).

Diante do exposto, se faz necessario o estudo de novas substancias naturais que
apresente funcdo prebiotica. De acordo com a literatura, os oligossacarideos atuam como
prebidticos (MANO, 2018; PATEL; GOYAL, 2011; SINGH et al., 2017), assim como 0s
polifendis (ARAVIND et al., 2021; CHIU et al., 2021; WAN; EL-NEZAMI, 2021).
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Considerando essas informacdes, a folha de mangueira foi selecionada por ser uma
importante fonte de compostos fenolicos como mangiferina e quercetina (FERNANDEZ-
PONCE et al., 2012). Ja o araticum foi escolhido por ser um fruto tipico do cerrado brasileiro
(MELO, 2006), e por ser rico em oligossacarideos como frutooligossacarideos (FOS), trans-
galactooligossacarideos (TOS) e galactooligossacarideos (GOS) em sua composigdo
(ARRUDA; PEREIRA; PASTONE, 2016; ARRUDA,; PASTORE, 2019), também por se tratar
de um fruto pouco estudado (SILVA; GOMES; DE ANDRADE, 2009).

12



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a propriedade prebidtica dos extratos de Annona crassiflora e Mangifera indica

por meio de testes fitoquimicos e microbiologicos.

2.2. Objetivos especificos

1. Realizar a caracterizagdo fitoquimica dos extratos brutos das folhas da Mangifera indica e
do fruto maduro de Annona crassiflora;

2. Avaliar de forma qualitativa e quantitativa a atividade microbiolégica dos extratos das
folhas da Mangifera indica e do fruto maduro de Annona crassiflora;

3. Avaliar o potencial prebidtico dos extratos das folhas da Mangifera indica e do fruto maduro

de Annona crassiflora.

13



3. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
3.1. Compostos prebidticos

A definicdo cientifica atual de um prebidtico foi desenvolvida por um painel de
especialistas em microbiologia, nutricdo e pesquisa clinica convocada pela Associacdo
Cientifica Internacional de Probiéticos e Prebidticos (ISAPP) em 2016. Esta definicdo de
consenso atual é: “um substrato que € utilizado seletivamente por microrganismos hospedeiros,
conferindo um beneficio a saiade” (GIBSON et al., 2017).

Os prebioticos sdo compostos principalmente por fibras dietéticas ndo digeriveis, como
frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS), inulina e outros polissacarideos
fermentaveis (VALCHEVA; DIELEMAN, 2016) que sdo encontrados em varios alimentos,
incluindo frutas, legumes, grdos integrais e alimentos fermentados. Alguns exemplos séo
bananas, macds e mangas que possuem o componente pectina, cebolas, alho, trigo, cevada e
aveia (ROLIM, 2015).

Durante a fermentacdo, bactérias benéficas especificas, como Bifidobacterium spp,
Lactobacillus spp, Eubacterium spp, produzem substéancias como &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) que sdo capazes de estimular a proliferacdo do epitélio intestinal, servem como
principal fonte de energia para 0s enterdcitos e colondcitos, e reduzim o pH no c6lon inibindo
0 crescimento de bactérias potencialmente patogénicas (ALMEIDA et al., 2009; FORTES;
MUNIZ, 2009; REIG; ANESTO, 2002).

No entanto, os prebidticos agem ndo somente no intestino, mas na cavidade oral, no
trato respiratdrio, genital e urinario; e na pele (MAGUIRE; MAGUIRE, 2017).

Dentre seus principais beneficios estdo a melhora da digestdo, o aumento da absor¢édo
de nutrientes e o fortalecimento do sistema imunoldgico como um todo reduzindo a inflamacéo,
aumentando a resisténcia a infecgdes e protegendo a pele contra invasores (GAO et al., 2020,
GRICE; SEGRE, 2011).

Os prebidticos sdo fibras dietéticas ndo digeriveis, 0s probidticos sdo 0s microrganismos
vivos, que quando consumidos adequadamente conferem beneficios a saude do individuo
(PHARMA, 2016).

14



3.2. Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha uma série de funcGes essenciais,
como protecdo, regulacdo térmica, sensacao tatil e sintese de vitamina, ela é composta por trés
camadas hipoderme, derme e epiderme (GRAHAM, 2019).

A hipoderme (ou tecido subcutdneo) é a camada mais profunda que contém
principalmente células de gordura (adipdcitos) e tecido conjuntivo, fornecendo isolamento
térmico e armazenamento de energia. A derme esta localizada acima da hipoderme e é composta
por tecido conjuntivo, contendo vasos sanguineos, foliculos capilares, glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas, fibras de colageno e elastina. A camada mais externa, a epiderme, possuli
varias camadas de células epiteliais, sendo responsavel pela protecdo contra agentes externos,
como bactérias e radiacao ultravioleta (GRICE; SEGRE, 2011 NGUYEN; SOULIKA, 2019).

No que se refere a microbiota da pele, ela é diversa e pode variar em diferentes regides
do corpo e entre os individuos. Os principais microrganismos presentes sdo: Staphylococcus
epidermidis, uma das bactérias mais comuns que compete com bactérias nocivas por espago e
nutrientes; Staphylococcus aureus, algumas cepas podem ser consideradas patogénicas e
causarem infec¢@es, como furtnculos ou impetigo; Corynebacterium, que S0 mais numerosas
em areas Umidas, como as dobras dos cotovelos; Propionibacterium acnes, encontrada
principalmente nas areas mais sebaceas da pele e comumente associado ao aparecimento de
acnes (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018; BOUSLIMANI et al., 2015).

Todos os microrganismos encontrados na pele vivem de forma comensal e em simbiose
com o ser humano, entretanto, quando ha algum desequilibrio, que pode ocorrer por lavagens
frequentes, estresse fisico, tratamentos tépicos com antibi6ticos, entre outros, pode resultar em
disbiose e consequentemente causar doengas dérmicas (DI LODOVICO et al., 2020) como
acne, eczema, psoriase, rosacea, dermatite, entre outras (CATINEAN et al., 2019; MANCINI,
2019).

Diante disso, se faz necessario mais cuidados e aumento da protecédo para melhor satde
cutanea a fim de evitar o desequilibrio entre patdgenos e bactérias comensais. Um exemplo € o
uso de cosmeéticos prebioticos (MANCINI., 2019).

O uso de cosméticos contendo prebidticos tem se tornado uma tendéncia crescente na
industria de cuidados com a pele. Um estudo publicado Liu-Walsh e colaboradores (2021)
mostrou que pacientes com demartite atopica leve a moderada e pele seca mostraram melhora
na protecdo e na diversidade benéfica microbiana apos tratarem com um creme contendo

prebidtico (LIU-WALSH et al., 2021). Além de serem usados em pessoas de peles sensiveis
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(GUENICHE et al., 2014), facilitando a cicatrizacdo de feridas (HAN et al., 2020).

Algumas marcas brasileiras também ja estrearam produtos prebidticos como é o
exemplo da Natura® que langou o Primer Facial Neutralizador de Tons, a “Quem Disse,
Berenice?”, que integra parte do grupo Boticario® com a Bruma Facial Protetora lan¢ado em
fevereiro de 2021. Além do Hidradefense Solution da Adcos®, o Bio-Performance
LiftDynamic Cream da Shiseido® e entre outras empresas que estdo cada vez mais investindo
nesse segmento (NASCIMENTO, 2022).

3.3. Bactérias

Espécies como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
fazem parte da microbiota transitdria cuténea, enquanto que Staphylococcus epidermidis € um
microrganismo residente. Rupturas como lesdo ou ferimento servem como porta de entrada para
infeccdes oportunistas (MACIEL et al., 2016).

3.3.1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria anaerébia facultativa, catalase-positiva,
coagulase-negativa (CoNS). Apresenta formato de cocos imoveis e sdo gram-positivas
(SKOVDAL; JIRGENSEN; MEYER, 2022).Representa 90% das espécies aerobicas presente
na microbiota da pele saudavel. Além de fazer parte da microbiota residente, essa bactéria ativa
a resposta imune cutanea, mantém a homeostase da pele e produz moléculas antimicrobianas
com potencial de inibicdo contra bactérias causadoras de patologias cutaneas, como
Staphylococcus aureus (BROWN; HORSWILL, 2020; DI LODOVICO et al., 2020; GRICE;
SEGRE, 2011). Entretanto, apesar de nos proteger, se trata de uma bactéria oportunista capaz
de comprometer a salde de pacientes imonocomprometidos e também formar biofilmes em
implantes biomédicos (SKOVDAL; JARGENSEN; MEYER, 2022).

As colbnias de S. epidermidis sdo arredondadas, elevadas, brilhantes, cinzas e com
bordas definidas. As cepas que produzem muco formam col6nias pegajosas translicidas
(ZHOU; LI, 2015).
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Figura 1 Sta

phyloc
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Fonte: Zhou; Li, 2015.

Legenda: A) Células de Staphylococcus epidermidis (coloragdo de Gram). B) Células de S. epidermidis em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As células de S. epidermidis so esféricas (0,5-1,5 um de didmetro)
e gram-positivas. Os cocos se organizam em tétrades e aglomerados. Células Unicas sdo ocasionalmente
observadas. C) Colbnias de S. epidermidisincubadas em placa de agar. D) Colbnias de S.

epidermidis (estereomicroscépio).

3.3.2. Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-positivas que apresentam forma de cachos
ou aglomerados de células arredondadas (cocos). E um microrganismo comensal que reside na
pele e nas mucosas, mas também patégeno oportunista que pode desencadear desde infeccbes
simples, como acnes e furdnculos, até infeccGes mais graves, como pneumonia, meningite,
endocardite, sepse, entre outras (ALMEIDA, 2017).

Esses microrganismos produzem enzimas como coagulases, catalases, e toxinas como
DNAses, lipases, proteases, que atribuem o potencial patogénico dessa espécie. Alguns fatores
que favorecem sua patogenia sdo inflamacdo na pele e/ou mucosas, ingestdo de alimentos
contaminados e baixa imunidade, como no caso de individuos imunocomprometidos
(JORDAO; VALENCA, 2023).

As coldnias apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes, a coloragdo varia do cinza
ao amarelo-ouro, esse microrganismo também se desenvolve na presenca de 7,5% de NaCl,
meio que estimula a producdo de coagulase (ALMEIDA, 2017). Em &gar sangue, é possivel
obervar beta-hemolise. Essa bactéria fermenta o manitol produzindo acido latido, responsavel
por diminuir o pH do meio, e conseguentemente o indicador do meio passa de vermelho rosado
a amarelo (FIGURA 2) (CABRERA et al., 2017).
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Figura 2 Staphylococcus aureus em agar manitol salgado

Fonte: Atlas Virtual, 2023.

3.3.3. Escherichia coli

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacterales, € um bacilo gram-negativo,
anaerdbio facultativo que coloniza o intestino humano, faz parte da microbiota normal,
entretanto, existem cepas que podem ser patogénicas e causar danos ao hospedeiro, causando
diferentes quadros e sintomas, como diarreia (RODRIGUEZ-ANGELES, 2002).

A transmissdo acontece por meio do consumo de agua e/ou alimentos contaminados, e
via fecal-oral humana (SIDHU et al., 2013; MURRAY et al., 2014). Dessa forma, o0 saneamento
béasico, a higiene pessoal e dos alimentos sdo fundamentais para a prevenir a contaminacgao
(ROSA, 2016).

Maciel e colaboradores (2016) ao tracar o perfil microbiol6gico de infecgdes de pele e
partes moles em pacientes de um hospital relataram a presenca desse microrganismo (MACIEL
et al., 2016). Segundo Menezes e colaboradores (2021) espécies como E. coli e P. aeruginosa
estdo presentes nos ultimos estagios de formacdo de feridas cronicas e tendem a invadir
camadas mais profundas da pele (MENEZES et al., 2021). Estes microrganismos sao capazes
de fermentar na presenca de glicose, maltose, manitol, xilose, glicerol, ramanose, soritol e
arabinose (DA SILVA; MENDEZ, 2022). No agar EMB, as coldnias de E. coli apresentam
brilho metalico verde a luz refletida, com centro escuro (Figura 3) (DA SILVA; DE
OLIVIEIRA, 2015).

L A familia Enterobacteriaceae foi reclassificada devido aos novos estudos de sequenciamento gendmico e a
reorganizacdo taxondmica de algumas espécies, e 0 nome da familia atualizado para Enterobacterales (JANDA;
ABBOTT, 2021).
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Figura 3 Escherichia coli em Agar EMB

Fonte: Atlas Virtual, 2023.

3.3.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria considerada bacilo gram-negativo,
caracterizada como um patégeno oportunista que estd associada a diversas infecgdes,
especialmente relacionadas aos servicos de salde, como pneumonia associada a ventilagcdo
mecanica (PAV), infeccdes em unidades de terapia intensiva, infecces da corrente sanguinea
relacionadas a cateter central (IPCS), infec¢des de sitio cirurgico, entre outras (TUON et al.,
2022).

Essa espécie consegue formar biofilmes resistentes, capaz de envolver as bacteérias,
dificultando a fagocitose e protegendo-as contra stresses ambientais. Dessa forma, apresenta
capacidade de colonizacdo e permanéncia a longo prazo, além de ser altamente resistente a
antibiéticos (THI; WIBOWO; REHM, 2020; TUON et al., 2022). Os principais fatores
responsaveis por promoverem a patogenicidade desse microrganismo sdo a motilidade,
surfactante (ramonolipideos), pigmentos (piocianina), e enzimas hidroliticas como proteases,
lipases e esterases (BEHNKEN, 2019; SOUZA et al., 2019)

Na pele, se trata de uma bactéria transitoria, ou seja, ela ndo faz parte da microbiota,
mas pode ser encontrada no local. Tem sido identificada em estudos com pele sadia (GAO et
al., 2007; BLASER et al., 2013) e lesionada de individuos com psoriase (GAO et al., 2008).

As colonias apresentam morfologias variadas de diminutas a planas, difusas ou
mucoides, com bordas serradas e brilho metalico. A maioria das cepas produz no &gar
MacConkey um pigmento (piocianina) que confere as colbnias coloracdo azulesverdeado ou
verde-amarelo fluorescente (pioverdina) sobre luz ultravioleta. Outra caracteristica é o odor de
fruta adocicado (DA MATA; ABEGG, 2007; DINI et al., 2016).
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Figura 4 Col6nia caracteristica de Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Dini, 2016.

3.4. Annona crassiflora e Mangifera indica

O Cerrado € um bioma caracteristico do Brasil, que abrange cerca de 24% do territorio
do pais e possui uma grande diversidade bioldgica, incluindo mais de 6500 espécies de plantas
adaptadas as condi¢des Unicas desse ambiente (CERRADOS, 2005). Entre essas espécies
encontra-se a Annona crassiflora Mart.

O araticum (Annona crassiflora Mart.), popularmente conhecido como marolo, pana,
pinha do cerrado, entre outros, € uma fruta tipica do cerrado brasileiro, pertencente a familia
Annonaceae (ARRUDA; PEREIRA; PASTONE, 2016; ARRUDA; PASTORE, 2019).

O fruto apresenta formato oval achatado, é do tipo baga, de epicarpo rigido, a
frutificagdo acontece entre os meses de setembro e janeiro, quando maduros apresentam
coloracdo marrom. A polpa é espessa e mole, possui coloragdo amarelo-claro e reveste sementes
numerosas, elipticas de cor marrom escuras (Figura 5) (BRAGA FILHO et al., 2014,
CARDOSO, 2011; MELO, 2006).

Além disso, o araticum é amplamente utilizado na culinéria regional brasileira, ele é

consumido in natura, podendo ser utilizado na producdo de sucos, sorvetes, doces e geleias
(GONGALVES; DUARTE; FILHO, 2015).

Figura 5 Annona crassifora

Fonte: Arruda, 2019.

Legenda: G) Flor com pétalas; H) Fruto verde; I) Fruto maduro; J) Fruto seccionado; K) Gomos; L) Sementes.
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A fruta madura do araticum contém alto teor de carboidratos, como os fruto-
oligossacarideos (FOS) e os galacto-oligossacarideos (GOS), além de vitamina A e C e
compostos antioxidantes (ARRUDA, SILVANO; PASTORE, 2019). E ja foi compravado que
0s FOS e GOS sdo exemplos de prébioticos que favorecem, principalmente, o crescimento de
bifidobactérias (SAAD, 2006).

A Mangifera indica, também conhecida como mangueira, pertence a familia
Anacardiaceae, originou na india e é amplamente cultivada em climas tropicais (YADAV;
SINGH, 2017). O Brasil foi o primeiro da América a cultiva-la, essa espécie foi trazida pelos
portugueses no século XVI e plantada no Rio de Janeiro, deposi difundiu-se pelo territério
brasileiro (CAMARGO; ALVES; MAZZEI, 2004).

A mangueira € uma arvore de porte médio a alto, que pode atingir até 30 metros, possui
copa arredondada e simétrica. As folhas, em sua maioria, sdo lanceoladas, apresentam textura
coriacea, sua cor varia de verde clara a levemente amarronzada ou arroxeada, mas, quando

madura, adquire coloragéo verde escura (Figura 6) (LIMA NETO, 2021).

Figura 6 Mangifera indica

As folhas da Mangifera indica contém uma variedade de compostos quimicos, como
taninos, alcaloides, flavonoides, terpendides, esteroides e polifendis (PAN et al., 2018).

Pesquisas indicam que os polifendis modulam positivamente a microbiota intestinal,
e podem atuar como prebidticos, aumentando a producao e o crescimento de microrganismos
benéficos no intestino do hospedeiro (CHIU et al., 2021; THILAKARATHNA; LANGILLE;
RUPASINGHE, 2018).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta do material

As folhas de Mangifera indica e os frutos maduros de Annona Crassiflora foram
coletados no distrito de Itatiaiucu-MG, nas respectivas localicdes geograficas, Lat: -20° 11°
45>’ S, Long: -44° 24’ 58”° O e Alt: 882m; e Lat: -20° 11 50’ S, Long: -44° 25° 05”° O e Alt:
887m. Também foram coletados galhos contendo flores, folhas e frutos das duas espécies para
a confeccdo de exsicatas, as quais foram preparadas e armazenadas no Herbéario José Badini do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Ouro Preto sob numero de registro
35701 e 35703 para a espécie M. indica e 35702 e 35704 para a espécie A. crassiflora. A
utilizacdo de ambas as espécies foi previamente cadastrada no Sistema de Gerenciamento do
Patriménio Genético Brasileiro - SISGEN, sob numero de registro AC48977.

Para o preparo dos extratos, as folhas de Mangifera indica foram secas em estufa a 40°C
por um periodo de 10 horas, trituradas e pulverizadas em moinho de facas, enquanto a fruta
madura de Annona crassiflora foi lavada, sua polpa foi separada da casca e das sementes

manualmente, e posteriormente congelada a -20 °C até o momento do preparo do extrato.

4.2. Obtencao do extrato de Mangifera indica

O extrato etandlico de M. indica foi obtido por meio de percolacdo até exaustdo
utilizando solvente etanol 92,8° GL e 455 g de folhas pulverizadas. Posteriormente, foi feita a
reducdo do volume em rotavapor e transferéncia do extrato concentrado obtido para placas de
Petri, das quais foram colocadas em dessecador a fim de atingir secagem completa até se obter
0 peso constante do extrato. O calculo do rendimento foi feito por regra de trés, considerando a

massa inicial de folhas secas igual a 100%.

Fonte: Autoria propria, 2023. Fonte: Autoria prépria, 2023.
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4.3. Obtencéo do extrato de Annona crassiflora

A polpa madura de Annona crassiflora, previamente armazenada a -20°C, foi
liofilizada no liofilizador (VisTis, modelo benchtop K) do Laboratério Laboratdrio
Multiusuario de Protebmica e Biomoléculas do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas
(ICEB / UFOP), sob condicGes de temperatura -105,5 °C e pressao 999 mBar. O extrato foi
preparado de acordo com a metodologia apresentada por Jovanovic-Malinovska (2015), com
modificagdes.

Para a realizacdo do extrato foi utilizada a proporcédo 1:10 (um grama de amostra
liofilizada para dez mL de solvente). Em um béquer contendo 132,5 g da polpa liofilizada
foram adicionados 1325 mL de etanol 92,8°GL, em seguida o béquer foi colocado em
ultrassom (Unique, modelo USC-1600) sob frequéncia de 40Hz por 60 minutos a temperatura
ambiente e sofreu agitacdo mecanica com auxilio de um pistilo a cada 20 minutos. Finalizado
0s 60 minutos a mistura passou por filtracdo simples e o filtrado teve seu volume reduzido
em rotavapor (Fisatom) 100 rpm e 40 °C, em seguida o extrato concentrado obtido foi
transferido para placa de Petri e colocado em estufa de marca Nova Instruments e modelo
NI1512 a fim de atingir peso constante. O rendimento foi obtido por meio de um célculo de
regra de trés onde a massa inicial da polpa de Araticum liofilizada representou 100%
(JOVANOVIC- MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015).

Figura 10 Polpa madura de Annona crassiflora Figura 9 Processo de liofilizacdo
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Fonte: Autoria propria, 2023. Fonte: Autoria propria, 2023.
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4.4. Teste de identificacdo de fendlicos totais

Os compostos fendlicos sao sintetizados no reino vegetal como metabdlitos secundarios
de defesa, eles sdo amplamente estudados devido aos beneficios que apresentam, como combate
a doencas, como Diabetes Mellitus tipo 2, obesidade, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas e cancer. Além disso, possuem propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes e ajudam na modulagdo da microbiota intestinal (EGEA; MARCIONILIO, 2022).
Quimicamente sdo constituidos por anéis aromaticos ligados a hidroxilas, os grupos incluem
acidos fendlicos, estilbenos, lignanas e flavondides (NIEDZWIECKI et al., 2016).

A reacdo colorimétrica de Folin-Ciocalteu detecta todos os grupos fendlicos presentes
nos extratos, ou seja, se trata de um teste ndo seletivo. Seu mecanismo bésico é uma reacao de
oxi-reducdo, onde acontece a oxidacdo dos compostos fendlicos e reducdo do acido
fosfomolibdico-fosfotungstico em fenolato, mudando a coloracdo do meio reacional de amarelo
para azul (DE REZENDE, 2010).

Figura 11 Equagéo quimica da reagdo entre o composto fendlico e o reagente de Folin-Ciocalteu

COOH co0 co0’
Na,CO, o | S
HO OH HO OH o o
OH OH 0
Acido galico livre Fenolato Folin-Ciocalteu Acido galico oxidado

+

2H + 2 Mo*

Folin-Ciocalteu reduzido
Fonte: Pires, 2017.
Foi utilizado o método do reagente de Folin-Ciocalteu segundo Bonoli e
colaboradores (2004), com modificacbes (BONOLI et al., 2004), utilizando placas e leitor de
microplacas, para quantificar os fendlicos totais nos extratos de M. indica e A. crassiflora.

Foram preparadas solucdes estoques de ambos os extratos em metanol na
concentracdo de 25 mg/mL. Apds realizou-se diluicdo seriada e obteve-se as concentracfes
de 5,0; 2,5 e 1,25 mg/mL para A. crassiflora, e 1,25; e 0,75 mg/mL para M. indica. Além

disso, foi preparado 5 mL de carbonato de sddio a 15% (p/v).

Na placa de 96 pogos adicionou-se 30 pL de &gua destilada, 80 pL das soludes de
amostras previamente preparadas, 10 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se por 1
minuto. Logo apds, adicionou-se 40 pL da solucdo de carbonato de sodio, agitou-se por
mais 30 segundos e, por fim, adicionou-se 40 uL de agua destilada.
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Para o branco do experimento foram pipetados nos pogos correspondentes 80 pL das
solucBes de amostra e 120 pL de &gua destilada.

Para a construcédo da curva padrao do extrato de M. indica foi utilizado o padrao acido
galico, preparado em metanol na concentracdo de 1,0 mg/mL e foram preparados dez pontos
nas concentracgdes de 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 pL/mL. Enquanto que
para a curva padréo do extrato de A. crassiflora foi utilizado o padréo acido galico, preparado
em metanol na concentracdo de 0,2 mg/mL e foram preparados nove pontos nas
concentracgdes de 5, 10, 20, 30, 60, 70, 80, 100 e 110 pL/mL.

As placas foram incubadas por 2 horas em ambiente protegido da luz e as leituras
foram feitas no leitor de microplacas de marca Thermo Plate a 650 nm.

O gréfico da curva padrdo, a equacdo da reta, 0 R2 e a analise dos resultados foram
feitos no progroma Excel 2013. O teste foi realizado em triplicata e os resultados foram

expressos em média e desvio padréo.

4.5. Teste de quantificagéo de flavonoides totais

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos e sdo um dos
fitoterapicos mais investigados atualmente pela sua ampla acdo benéfica, tanto ao ser humano
guanto experimentalmente, ressaltando seus efeitos antioxidante, anti-inflamatério,
antiulcerogénico, anti-hipertensivo, antimicrobiano, antiviral, anti-hepatotoxico e
antiplaquetario (MACHADO et al. 2008; DOS SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Podem ser subdivididos em seis classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,
flavandis e antocianinas. Quimicamente, possui um esqueleto formado por de 15 d&tomos de
carbono constituido por dois anéis de benzeno, ligado por meio de uma cadeia trés carbonos
entre elas e um oxigénio como heteroatomo (NIEDZWIECKI et al., 2016; DOS SANTOS;
RODRIGUES, 2017).

Para quantificar os flavondides totais nos extratos de M. indica e A. crassiflora foi
utilizado o método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICIs), segundo Chang e
colaboradores (2002), com modificagdes (CHANG et al., 2002), no qual o cation AI** forma
complexos estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, o teste proporciona a

quantificagdo de flavonoides totais, expresso em rutina (FIGUEIREDO et al., 2015).
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Figura 12 Equacao quimica da reacdo de complexacéo entre flavonoide e o reagente AICls
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Fonte: Pires, 2017.
As solucBes estoques dos extratos foram preparadas em etanol P.A. na concentragao
de 25 mg/mL. Apos realizou-se diluicdes seriadas e obteve-se as concentracdes de 1,25; 0,75
e 0,375 mg/mL para M. indica e 5; 2,5 e 1,25 mg/mL para A. crassiflora. Além disso,
preparou-se 5 mL de solugdo de acetato de potassio 1 mol/L e 10 mL de cloreto de aluminio
a 10% (p/v), ambos em &gua destilada.

Na placa de 96 pocos adicionou-se 40 pL de etanol, 100 uL das solucBes de amostras
preparadas previamente, 4 puL da solucdo de cloreto de aluminio, 4 pL da solucdo de acetato

de potassio, e 52 L de agua destilada.

Para o branco do experimento foram pipetados nos pocos correspondentes 100 pL das
solucBes de amostra, 44 pL de etanol P.A., 4 uL da solucdo de acetato de potassio e 52 pL
de agua destilada.

Para a curva padrdo foi utilizado o padréo rutina, preparado em etanol P.A. na
concentracéo de 0,2 mg/mL e foram preparados dez pontos nas concentragdes de 2, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 pL/mL, para ambas as espécies.

As placas foram incubadas por 40 minutos em ambiente protegido da luz e
posteriormente as leituras foram feitas no leitor de ELISA de marca Thermo Plate a 405 nm.

O gréfico da curva padréo, a equacdo da reta, R2 e a andlise dos resultados foram
realizados em Excel 2013. O teste foi realizado em triplicata e os resultados expessos em

média e desvio padréo.

4.6. Teste de avaliagdo de taninos totais

Os taninos sdo um grupo de compostos fenodlicos provenientes do metabolismo
secundario das plantas (SCARDUA, 2021). Sdo conhecidos especialmente pela capacidade de
curtimento, ou seja, transformar a pele animal em couro, por meio de precipitagdo de proteinas.
Além disso, eles participam da eliminacdo de radicais, apresentam atividade antioxidante,
possuem acao anticancer, antimicrobiana, cardioprotetora, entre outras (SMERIGLIO et al.,
2017).
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Para quantificar os taninos foi utilizada a reacdo colorimétrica a partir da vanilina, na

qual observa-se uma coloragdo vermelha quando o aldeido aromatico da vanilina reage com u

anel aromatico metasubstituido presente no extrato, o padréo utilizado foi a catequina. Es

m

Sa

analise ndo é especifica, ou seja, qualquer polifendlico metasubstituido reage nesse teste, como

flavondides (AMPARO, 2016).

Do ponto de vista quimico, os taninos ndo sdo definidos com precisdo absoluta, visto

que se trata de um grupo de substancias que possuem propriedades em comum, mas que podem

apresentar constituintes quimicos bastante diferentes entre si (SCARDUA, 2021).

Figura 13 Reacéo de catequina com vanilina no método vanilina/HCI

D/

OH OH
Catequina Produto

Vanilina

Fonte: AMPARO, 2016

Para a quantificacdo de taninos nos extratos de M. indica e A. crassiflora foram
preparadas solucBes estoques dos extratos na concentracdo de 25 mg/mL. Apds realizou-se
diluicbes seriadas e obteve-se as concentracfes de 5; 2,5 e 1,25 mg/mL para ambas as
espécies. Além disso, preparou-se solucdo de vanilina (mistura de vanilina 4% em metanol e
HCI 8% em metanol, 1:1) em quantidades suficientes para a realizacdo do experimento.

Foram adicionados em placas de 96 pocos, 50 uL das amostras e 200 pL da solugao
de vanilina, ambas preparadas anteriormente. O branco foi elaborado para cada concentragéo
contendo 50 pL da amostra e 200 pLde metanol.

Para a curva padrao foi utilizado o padrdo catequina, preparado em metanol na
concentracéo de 1,0 mg/mL e foram preparados dez pontos nas concentracgdes de 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 100, 120, 140 pg/mL, para ambas as espécies.

As placas foram incubadas pelo prazo de 20 minutos em ambiente protegido da luz e
posteriormente as leituras foram realizadas no leitor de ELISA de marca Thermo Plate a 490

nm.
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O grafico da curva padréo, a equacdo da reta, 0 R2 e a andlise dos resultados foram
realizados em Excel 2013. O teste foi feito em triplicata e os resultados expressos em média

e desvio padréo.

4.7. Testes microbioldgicos
4.7.1. Cultura de bactérias

As bactérias foram escolhidas de acordo com o referencial bibliografico pesquisado,
mediante a prevaléncia na microbiota da pele, sendoelas Staphylococcus epidermidis
(ATCC12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Esses microrganismos foram cultivados em é&gar
nutritivo e, posteriormente, em &gar Muller Hinton de onde foram retirados para a realizagcdo

dos testes microbiologicos descritos a seguir.
4.7.2. Triagem da atividade microbioldgica dos extratos brutos

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos foi utilizado a técnica de pogos por
difusdo em agar. O método é um teste qualitativo, permitindo classificar a amostra bacteriana
em suscetivel, intermedidria ou resistente ao antimicrobiano e/ou amostra analisada. O
resultado é obtido pela medida dos halos de inibicdo e a analise é comparativa frente a um
padrdo bioldgico de referéncia (SEJAS et al., 2003; PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A avaliagdo qualitativa dos extratos de M. indica e A. crassiflora foi feita de acordo com
0 método de triagem por difusdo em agar de OKUNJI e colaboradores (1990) (OKUNJI et al.,
1990).

As concentracfes avaliadas do extrato de M. indica foram 100, 50 e 25 mg/mL e do
extrato de A. crassiflora foram 200, 100 e 50 mg/mL. As bactérias foram repicadas em placas
de Petri contendo Agar Mueller Hinton (MH) e incubadas a 37 °C por 24 horas.

Os indculos de E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis e S. aureus, foram preparados em
salina (NaCl 0,9%) autoclavada, de modo a se obter suspensdes de turvacdo referente ao tubo
0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL).

Para o experimento foram pareparadas placas de petri contendo agar MH, perfurou-se o
agar proximo ao bico de Bunsen, obtendo 5 orificios de 6 mm de didametro. As suspensdes
microbianas preparadas previamente foram semeadas por toda a superficie do &gar utilizando

swab, formando um tapete microbiano uniforme.
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Para o controle negativo utilizou-se DMSO e para os controles positivos antibiético
Tetraciclina (25 pg/mL) para S. aureus, S. epidermidis e E. coli e antibiético Norfloxacino (10
pg/mL) para P. aeruginosa.

Em cada um dos 5 orificios foram pipetados, respectivamente, 50 uL da amostra, em
suas trés respectivas concentrac6es, 50 UL do controle positivo e 50 puL do controle negativo.
As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37+2 °C.

Ap0s o tempo de incubagdo os halos de inibicdo formados foram medidos com auxilio
de uma régua e os resultados foram expressos como media do halo de inibi¢cdo (mm) + desvio

padrdo. O experimento foi realizado em triplicata.

4.7.3. Avaliacdo quantitativa da atividade microbioldgica dos extratos
brutos e associacao dos extratos

Para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos extratos de M. indica e A.
crassiflora e a associacdo deles, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo Mueller
Hinton do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e a metodologia de Ostrosky e
colaboradores (2008), com adaptacfes (CLSI, 2012; OSTROSKY et al., 2008). Esta técnica
permite avaliar diferentes concentra¢fes da amostra para determinar a concentragdo inibitoria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM).

A CIM corresponde a menor concentracdo que inibe o crescimento visivel do
microrganismo testado, enquanto a CBM é a concentracdo onde 99,9% do indculo inicial foi
morto, a menor concentracdo na qual ndo ha crescimento microbiano apds uma nova cultura
em caldo (DA SILVA, 2005; OSTROSKY et al., 2008).

Os indculos foram preparados em suspensdo em salina (NaCl 0,9%) autoclavada, de
modo a se obter turvacio referente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL). As
suspensoes foram diluidas (1:100) em caldo MH, para obter uma suspensdo a 1 x 10 UFC/mL,
a fim de que a concentracéo final de microorganismo no teste fosse de 5 x 10° UFC/mL.

Os extratos de A. crassiflora e M. indica foram pesados em tubo tipo falcon estéril e
dissolvidos em caldo MH com 2% de DMSO na concentragao de 1000 mg/mL, e a associagdo
dos extratos dissolvida em caldo MH com 2% de DMSO na concentracdo de 500 mg/mL para
que a maior concentracdo avaliada no teste fosse de, respectivamente, 500 mg/mL e 250
mg/mL.

Em tubos de vidro, foram adicionados 500 pL de caldo a partir do segundo tubo de cada
fila do teste. Em seguida, adicinou-se 1000 pL da solugdo amostra no primeiro poco e foram

feitas as diluigOes seriadas 1:2, retirando 500 pL do primeiro tubo e transferindo para o seguinte
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e homogeneizando. Repetiu-se esse processo até o ultimo tubo e descartou-se os 500 pL
retirados desse ultimo, obtendo-se concentragdes de 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 mg/mL, de
ambos 0s extratos e 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 mg/mL para a associacdo dos extratos.

No tubo de controle de crescimento foram adicionados 500 pL de caldo MH. No
controle do meio de cultura, foram adicionados 1000 pL de caldo MH puro. No controle
negativo, foram adicionados 500 pL de caldo com a 2% DMSO. No controle positivo foram
adicionados 500 pL de antibidtico estreptomicina (100 pg/mL) para os microrganismos S.
aureus, S. epidermidis e E. coli e de antibidtico Norfloxacino (40 pg/mL) para 0 microrganismo
P. aeruginosa.

Foram adicionados 500 pL de indculo em cada tudo (exceto para o controle do meio de
cultura), e para os tubos com a associagdo de extratos foram pipetados 125 pL de cada
suspensdo de microrganismo, de forma que se obteve 500 pL de uma suspensao em co-cultura.
Os tubos foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas.

Ap6s o tempo de incubacgdo foi feito o repique com auxilio de algca bacterioldgica,
préximo ao bico de Bunsen, para placas de Petri contendo d&gar MH. Ja os conteudos dos tubos
contendo co-cultura foram repicados em meio agar seletivo sendo eles, manitol hiperténico para
as bactérias do género Staphylococcus, agar MacConkey para E. coli e cetrimida para P.
aeruginosa.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e considerou-se como CIM a menor
concentracdo em que nao houve crescimento microbiano. O experimento foi realizado em

triplicata, em capela de fluxo laminar e todo o material utilizado foi previamente autoclavado.

4.7.4. Avaliacao da atividade prebiotica da associacdo dos extratos

Realizou-se o experimento baseando no teste anterior para se obter a CIM dos extratos
associados de M. indica e A. crassiflora em relacdo aos micoroganismos isolados e em co-
cultura.

Os inoculos dos microrganismos, sendo eles E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis e S.
aureus foram preparados em suspensdo em salina (NaCl 0,9%) autoclavada, de modo a se obter
turvacio referente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL). As suspensdes foram
diluidas (1:100) em caldo MH, para obter uma suspens&o a 1 x 108 UFC/mL, a fim de que a
concentragéo final de microorganismo no teste fosse de 5 x 10° UFC/mL.

Os extratos foram pesados em tubo tipo falcon estéril e dissolvidos em caldo MH com
2% de DMSO na concentracdo de 62,5 mg/mL e em associacgéo.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 500 pL da amostra previamente preparada. No tubo
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de controle de crescimento adicionou-se 500 pL de caldo MH, no tubo de controle positivo 500
pL de antibidtico estreptomicina (100 pg/mL) para os tubos contendo S. aureus, S. epidermidis
e E. coli e de Norfloxacino (40 pg/mL) para os tubos de P. aeruginosa, no tubo de controle
negativo adicionou-se 500 pL de caldo MH com 2% de DMSO e no controle de meio de cultura
foram adicionados 1000 pL somente de caldo MH.

Ap0s, adicionou-se aos tubos 500 pL da suspensdo microbiana, exceto no tubo de
controle do meio e tubos para a co-cultura, com cada microrganismo em seu respectivo tubo.
Para os tubos de co-cultura pipetou-se 125 uL de cada suspensao de microrganismo, de forma
que se obteve 500 pL de uma suspensdo contendo todos 0s microrganismos e uma mesma
concentragéo.

Os tubos foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente, o conteido
de cada tubo foi repicado com alca calibrada para placa de Petri contendo dgar MH. Ja os
contetidos dos tubos contendo col6nias isoladas foram repicados em meio agar seletivo sendo
eles, manitol hipertdnico para as bactérias do género Staphylococcus, agar MacConkey para E.
coli e cetrimida para P. aeruginosa.

Todas as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para leitura e foram
avaliadas o crescimento microbiano em cada amostra a partir do nimero de colénias que se

formaram. O teste foi realizado em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do extrato bruto de Mangifera indica

Partindo da massa inicial de 455g de folhas secas de Mangifera indica, foram obtidos
104,89 g de extrato, equivalendo ao rendimento de 23,05%, esse resultado foi proximo aos
encontrados na literatura, onde Aradjo e colaboradores (2014) e Toledo e colaboradores (2019)
obtiveram rendimentos de 18,8% e 27%, respectivamente, utilizando o mesmo processo de
percolacio até exaustdo (ARAUJO et al., 2014; TOLEDO et al., 2019). A origem do material
utilizado, o grau de processamento, o tamanho da particula, o tempo de extracdo, temperatura,
polaridade e concentracdo do solvente, sdo fatores que podem influenciar no rendimento,

justificando a diferencga observada entre os resultados (TIWARI et al., 2011).

5.2. Rendimento do extrato bruto de Annona crassiflora

O rendimento do EEB da polpa de Annona crassiflora foi de 45,05% partindo de 132,5
g da polpa liofilizada, resultado préximo aos 50% encontrados por Silva e colaboradores (2009)
no qual utilizaram o processo de branqueamento seguido de liofilizacdo (SILVA; GOMES;
ANDRADE, 2009).

5.3 Identificacdo de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos totais no extrato
bruto de Mangifera indica

Para avaliar a o teor de fenodlicos totais no EEB de M. indica, foram analisadas duas
amostras com concentracdes diferentes, sendo elas 1,25 mg/mL e 0,75 mg/mL. A equacdo da
reta obtida foi Y=0,0031x+0,4937, sendoY a concentracdo de acido galico, padrado utilizado, e x
o0 valor de absorbéncia em 650 nm. O coeficiente de correlagdo R? teve valor igual a 0,9908.

Os resultados em mg EAG/ g de EEB foram obtidos a partir da média ponderada e do

desvio padrao da triplicada analisada (Tabela 1).



Tabela 1 - Equivaléncia de fendlicos totais ao acido galico no EEB de M. indica
Y=0,0031x+0,4937 R2=0,9908
Concentracdo (mg/mL) Media (mg EAG/g EEB) DP

0.75 333,30 43.93

1,25 370,09 63,13

Os resultados obtidos 370,09 mg EAG/g EEB + 63,13 na concentragdo 1,25 mg/mL, e
333,30 mg EAG/g EEB + 43,93 na concentragdo 0,75 mg/mL, estdo conforme a literatura, visto
que em um estudo realizado por SHARMA e colaboradores (2017) foram encontrados 360 mg
EAG/ g amostra, utilizando a mesma metodologia partindo do extrato de folhas de M. indica de
concentracdo 1 mg/mL preparado em metanol (SHARMA DHITAL et al., 2017).

Esse resultado ja era esperado, pois varios estudos ja foram realizados a fim de investigar
a composicdo fenolica das folhas da mangueira e seus potenciais beneficios a salde, e de acordo
com a literatura, as folhas de M. indica apresenta altos niveis de compostos fenolicos (CANUTO,
2009; KUMAR, 2021; VIECCELLLI, 2016).

Barreto e colaboradores (2008) realizaram um estudo no qual teve como objetivo
investigar a composi¢do quimica de diferentes partes da mangueira. Dos compostos fendlicos
analisados a mangiferina foi o principal constituinte da casca, do caule e das folhas jovens, e 0
segundo maior componente nas folhas velhas (BARRETO et al., 2008).

Em relacdo aos compostos fenolicos presentes nas folhas de M. indica, ja forma
comprovadas propriedades medicinais como antioxidantes, anti-inflamatdrias, antibacteriana,
entre outras (ARAUJO et al., 2014; CAJADO et al., 2016; NIVEDHA, 2020).

Para avaliar a o teor de flavondides totais no EEB de M. indica, foram analisadas duas
amostras com concentracdes diferentes, sendo elas 1,25 mg/mL e 0,75 mg/mL. A equacéo da
reta obtida foi Y=0,0176x+0,1646, sendoY a concentracdo de rutina, padréo utilizado, e x o valor
de absorbancia em 405 nm. O coeficiente de correlacdo R2 teve valor igual a 0,9979.

Os resultados em mg ER/ g de EEB foram obtidos a partir da media ponderada e do desvio
padrdo da triplicada analisada (Tabela 2).
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Tabela 2 -Equivaléncia de flavonoides totais ao padréao rutina no EEB de M. indica

Y=0,0176x+0,1646 R2=0,9979
Concentragdo (mg/mL) Média (mg ER/g EEB) DP
0,75 29,56 1,52
1,25 43,09 5,01

Os resultados 43,09 mg ER/g EEB + 5,01 na concentracdo 1,25 mg/mL, e 29,56 mg
EAG/g EEB * 1,52 na concentragdo 0,75 mg/mL, estdo de acordo com a literatura. A presenca
de flavonoides j& era esperada pelo grupo de pesquisa, pois estudos como os de Anila e
colaboradores (2003) e Wilberforce e colaboradores (2017) constatam a presenca de flavonoides
no EEB de M. indica (ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2003; OTI WILBERFORCE;
NKECHINYERE, 2017).

Os resultados obtidos nesse exprimento corrobora com o estudo de SHARMA e
colaboradores (2017), na qual encontraram 55,63 mg/g em amostra de concentracdo 2 mg/mL
preparada em metanol (SHARMA DHITAL et al., 2017).

Para analise do teor de taninos totais no EEB de M. indica, foram analisadas trés amostras
com concentracdes diferentes, sendo elas 5 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1.25 mg/mL. A equacdo da reta
obtida foi 0,001x + 0,101, sendo Y a concentracdo de catequinca, padrdo utilizado, e x o valor de
absorbancia em 490 nm. O coeficiente de correlacdo R2 teve valor igual a 0,9901.

O resultado em mg CR/ g de EEB foi obtido a partir da média ponderada e do desvio padrédo
da triplicada analisada, no caso desse experimento o resultado encontrado teve valor pouco
significativo, sendo considerado igual a 0 g CE/g EEB.

Esse resultado corrobora com a pesquisa de Samanta e colaboradores (2019), onde a
quantidade de taninos nas folhas de M. indica foi igual a zero (SAMANTA et al., 2019). Entretanto,
outros estudos ao realizaram a prospeccao fitoquimica detectaram presenca de taninos em extrato
etandlico (ARAUJO et al., 2014; GARCIA; ORLANDA, 2014) e extrato aquoso (MACEDO,
2017) de folhas de M. indica.

A diferenca observada é justificavel, pois a quantidade e o tipo de taninos produzidos pelas
plantas variam siginificamente dependendo do cultivo, tecido, estagio de desenvolvimento e
condi¢des ambientais onde a planta se desenvolve. Além disso, detecta-se maior concentracdo de

taninos nas partes dos vegetais mais expostas ao sol e nas espécies que crescem em solos mais
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pobres (SCARDUA et al., 2021).

5.4. Teste de identificacdo de fendis, flavonoides e taninos totais no extrato bruto
de Annona crassiflora

Para avaliar a o teor de fendlicos totais no EEB da polpa de A. indica, foram analisadas
trés amostras com concentracgdes diferentes, sendo elas 5,0 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL.
A equacéo da reta obtida foi Y=0,0085x+0,2165, sendoY a concentracéo de &cido galico, padréo
utilizado, e x o valor de absorbancia em 650 nm. O coeficiente de correlacdo R? teve valor igual
a0,992.

Os resultados em mg EAG/ g de EEB foram obtidos a partir da média ponderada e do
desvio padréo da triplicada analisada (Tabela 3). Sendo eles, 15,99 mg EAG/g EEB + 2,01837
na concentracdo 5,0 mg/mL; 8,843 mg EAG/g EEB + 2,176736 na concentracdo 2,5 mg/mL e
2,627 mg/g £ 13,64773 na concentracdo 1,25 mg/mL.

Tabela 3 - Equivaléncia de fendlicos totais ao acido galico no EEB de A. crassiflora

Y=0,0085x+0,2165 R?=0,992
Concentragdo (mg/mL) Média (mg EAG/g EEB) DP

5,0 15,990 2,01837
2,5 8,843 2,176736
1,25 2,627 13,64773

No estudo realizado por COSTA (2017) a quantidade de fendis encontrada nos extratos
hidroalcéolicos da polpa de A. crassiflora em concentragdes 1,0 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL
foram, respectivamente, 13,443 mg &cido galico/ g extrato seco, 14,049 mg &cido galico/g extrato
seco e 24,549 mg acido galico/ g extrato seco (COSTA, 2017).

A diferenca dos resultados obtidos neste estudo comparado aos descritos por COSTA
(2017) pode ser justificada por variaveis operacionais, que apresentam influencia significativa na
extracdo de compostos fenolicos, como temperatura, tempo de extra¢do, concentracdo e tipo do
solvente utilizado (GUERRA,; DOS SANTOS; DA SILVA, 2016).

Em relacdo a quantificacdo de flavonoides totais no EEB da polpa de A. indica, foram
analisadas trés amostras com concentracgdes diferentes, sendo elas 5,0 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25
mg/mL. A equacdo da reta obtida foi Y = 0,0127x + 0,1503, sendoY a concentragdo de rutina,

padrdo utilizado, e x o valor de absorbancia em 405 nm. O coeficiente de correlagdo R? teve valor
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igual a 0,992.

O resultado em mg ER/ g de EEB foi obtido a partir da média ponderada e do desvio padrdo
da triplicada analisada, no caso desse experimento o resultado encontrado teve valor pouco
significativo, sendo considerado igual a 0 g ER/g EEB. Esse resultado corrobora com o obtido por
Arruda e colaboradores (2018), na qual a quantidade de flavondides foi de 0,0179 g CE/g de
extrato, sendo CE igual a equivalente de catequina, padrdo utilizado pelos autores (ARRUDA,;
PEREIRA; PASTORE, 2018).

Outros estudos detectaram a presenca desse composto, porém em baixas quantidades.
Villela e colaboradores (2013) encontraram na polpa valores de 63,14 mg CE/100 g de extrato e
na farinha da polpa 201,32 mg CE/100 g de extrato, enquanto Siqueira e colaboradores (2013)
obtiveram um contetdo de 549,19 mg CE/ 100 g de extrato.

A presenca e distribuicdo dos flavonoides nos vegetais varia de acordo com
filo/ordem/familia do vegetal e espécie (MACHADO, 2008). Poucos séo os relatos de flavonoides
em espécies de Annonaceae. Nas frutas, eles conferem atributos sensoriais como coloragéo e sabor,
exemplo gosto amargo de algumas frutas. Além de participarem da formacéao de pigmentos marrons
indesejaveis em frutas frescas (NUNES et al., 2012).

Para a quantificacdo de taninos totais no EEB da polpa A. crassiflora, foram analisadas trés
amostras com concentragdes diferentes, sendo elas 5,0 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL. A
equacdo da reta obtida foi Y = 0,001x + 0,101, sendoY a concentracdo de catequina, padréo
utilizado, e x o valor de absorbancia em 490 nm. O coeficiente de correlacdo R2 teve valor igual a
0,9901.

O resultado em mg ER/ g de EEB foi obtido a partir da média ponderada e do desvio padrdo
da triplicada analisada, no caso desse experimento o resultado encontrado teve valor pouco
significativo, sendo considerado igual a 0 g ER/g EEB.

Esse resultado corrobora com o estudo realizado por COSTA (2017), onde a concentracdo
de taninos presente nos extratos da polpa de A. crassiflora nas concentracgoes, 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10,0 mg/mL, foi igual a 0 mg proantocianidinas/g extrato seco, sendo proantocianidinas o padrao
utilizado pelo grupo de pesquisa (COSTA, 2017).

A concentracdo de taninos presente em uma espécie vegetal varia conforme o cultivo,
tecido, estagio de desenvolvimento e condigdes ambientais como descrito na se¢do 5.3.3.1
(SCARDUA et al., 2021). Além disso, nos frutos a quantidade destes compostos é reduzida a

36



medida em que ocorre 0 amadurecimento, havendo perda de adstringéncia tornando o fruto mais
saboroso (DOS SANTOS; ZAMBONI, 1989). Esse fato justifica o resultado encontrado neste

estudo, visto que foi utilizado a polpa do fruto maduro.

5.5. Testes microbioldgicos

5.5.1. Triagem da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Mangifera

indica e Annona crassiflora

5.5.1.1. Avaliacéo do extrato etandlico bruto de Mangifera indica

A Figura 14 apresenta os resultados encontrados para cada concentracdo EEB de M. indica,
100, 50 e 25 mg/mL, em relagdo a cada bactéria analisada, Escherichia coli (figura 14A),
Pseudomonas aeruginosa (figura 14B), Staphylococcus epidermidis (figura 14C) e Staphylococcus
aureus (figura 14D). E a Tabela 4 expressa a média dos valores dos halos de inibicdo, em mm de
diametro. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 14 Triagem da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de Mangifera indica em concentragdes
de 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL

Fonte: Sampaio, 2022.

Legenda: A) Placa referente ao microrganismo E. coli. B) Placa referente ao microrganismo P.aeruginosa. C) Placa
referente ao microrganismo S. epidermidis. D) Placa referente ao microrganismo S. aureus
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Tabela 4 - Resultado da atividade antimicrobiana, em mm do didmetro do halo de inibicao, dos EEBs de M.
indica
Mangifera indica

Concentracoes
do EEB C+ C- 100 50 25
(mg/mL)
E. coli 17 0 0 0 0

P. aeruginosa | 25 0 14 13 12

S. epidermidis | 20 0 19 16 14
S. aureus 22 0 20 17 15

Legenda: Controle positivo (C+) — antibidtico tetraciclina (25 pg/mL) para os microrganismos Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli e antibiotico norfloxacino (10 pg/mL) para 0 microrganismo

Pseudomonas aeruginosa. Controle negativo (C-) — DMSO.

Os controles utilizados para a avaliacdo do desempenho dos ensaios corresponderam
satisfatoriamente. O DMSO utilizado como controle negativo néo inibiu o crescimento das cepas
e os antibidticos utilizados como controle positivo, tetraciclina (25 pg/mL) e norfloxacino (10
pg/mL) apresentaram halos de inibicao de acordo ao perfil de sensibilidade com valores de 17 mm,
25 mm, 2 0mm e 22 mm para E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis e S. aureus, respectivamente.

Analisando os resultados, observou-se auséncia de halos de inibigdo para a espécie E. coli.
Na concentragdo de 100 mg/mL foi possivel observar halos de inibi¢do para P. aeruginosa, S.
epidermidis e S. aureus com tamanhos de 14 mm, 19 mm e 20 mm, respectivamente. Na
concentracdo de 50 mg/mL observou-se halos de inibicdo para P. aeruginosa, S. epidermidis e S.
aureus com tamanhos de 13 mm, 16 mm e 17 mm, respectivamente. E na concentracdo de 25
mg/mL, halos de inibigc&o para P. aeruginosa, S. epidermidis e S. aureus com tamanhos de 12 mm,
14 mm e 15 mm, respectivamente

De acordo com os resultados, o EEB de folhas de M. indica apresentou atividade
antibacteriana para as espécies S. Aureus, S. epidermidis e P. Aeruginosa e ndo foi observado
atividade antibacteriana para E. coli.

Manzur e colaboradores (2020) ao estudar a eficacia antibacteriana dos extratos aquoso e
etandlico das folhas de M. indica. como alternativa natural para reducdo de biofilme de

Staphylococcus spp., confirmou essa atividade, concluindo que o extrato etanolico de folhas de M.
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indica apresenta potencial sanitizante natural contra Staphylococcus spp (MANZUR et al., 2020).

Outro estudo realizado por Cardenas e colaboradores (2020), comprova a atividade
antibacteriana das folhas de M. indica sobre a cepa de S. aureus, no qual utilizaram extratos
etanolicos e hidroalcoolicos. Para os extratos etanolicos nas concentrages de 50% e 100%, eles
observaram halos de 21,3 + 0,5 e 24,1 + 0,8 mm, respectivamente, sendo esse resultado proximo
ao obtido neste estudo (CARDENAS et al., 2020).

Com isso, os resultados obtidos da atividade antibacteriana do EEB de folhas de M. indica
para o género Staphylococcus esta de acordo com a literatura.

Os compostos fenolicos exercem atividade antimicrobiana lesando as membranas
plasmaticas lipidicas, o que resulta em lise e vazamento do contetdo celular. As bactérias gram-
positivas, como o género Staphylococcus sdo mais susceptiveis e sensiveis a sofrerem essa acéo,
isso porque diferente das gram-negativas, elas ndo apresentam camada externa de
lipopolissacarideos (ALBANO, 2016; MADIGAN, 2010).

A auséncia de halos para a espécie E. coli, corrobora com as pesquisas realizadas por Santos
e colaboradores (2016) e Cajado e colaboradores (2016), onde avaliaram a atividade
antimicrobiana dos extratos etandlicos e hidroalcodlicos, respectivamente, de folhas de M. indica
e ndo observaram formacdo de halos de inibicdo para essa espécie. (CAJADO et al., 2016; DOS
SANTOS et al., 2016).

No caso de bactérias gram-negativas, 0s compostos antimicrobianos precisam passam por
canais protéicos para chegar aos receptores, e no caso da E. coli os canais suportam méleculas de
até 600 daltons. Dessa forma, apenas concentracfes que cheguem ao valor igual ou menor consegue
passar pelos canais (DEL FIO et al., 2000).

Além disso, as bactérias gram-negativas apresentam maior resisténcia e sdo intrinsecamente
menos permeaveis quando comparadas as bactérias gram-positivas que sdo mais sensiveis. Como
discutido anteriormente, essa resisténcia se da pela presenca da membrana externa na constituicao
da parede celular das bactérias gram-negativas (ANDRADE; DARINI, 2020; FARZANEH;
CARVALHO, 2015; TAHERI et al., 2013).

Por fim, a atividade antimicrobiana do EEB de M. indica frente a espécie P. aeroginosa
corrobora com estudos presentes na literatura como os de Wilberforce e colaboradores (2017), no
qual encontraram halos de inibicdo com valores variando de 17 mm (min.) a 28 mm (méx.) para
extrato etandlico de folhas de M. indica frente a essa espécie. Abiala e colaboradores (2016) que
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obtiveram halos de inibi¢do de 9,80 mm e 6,30 mm utilizando extratos metanolicos de folhas de
M. indica. Além de Espinosa e colaboradores (2022) que avaliaram a atividade antimicrobiana das
cascas de M. indica e obtiveram halos de inibicdo de 11,6 + 0,5 mm frente a P. aeruginosa
(ABIALA et al., 2016; ESPINOSA et al., 2022; OTI WILBERFORCE; NKECHINYERE, 2017).

A espécie P. aeruginosa produz fatores de viruléncia, incluindo motilidade, enzimas
hidroliticas como elastase, protease e quitinas, que afetam as proteinas da célula hospedeira,
facilitando a invasdo e o crescimento bacteriano (SOUZA et al., 2019; BEHNKEN, 2019). Além
disso, sdo consideradas resistentes pela capacidade de formar biofilmes (TUON et al., 2022, THI;
WIBOWO; REHM, 2020).

Husain e colaboradores (2017) comprovaram que o extrato de folhas de M. indica na
concentragdo de 800 pg/mL apresenta atividade inibitoria contra esses fatores de viruléncia da P.
aeruginosa. Eles observam reducdo da elastase (76%), protease total (56%), piocianina (89%),
quitinase (55%), producao de exopolissacarideo (58%), motilidade (74%) e formacéo de biofilmes
(72%) (HUSAIN, 2017).

5.5.1.2. Avaliagdo do extrato etandlico bruto de Annona crassiflora

A Figura 15 apresenta os resultados encontrados para cada concentracdo EEB de A.
crassiflora, 200, 100 e 50 mg/mL, em relagdo a cada bactéria analisada, Escherichia coli (figura
15A), Pseudomonas aeruginosa (figura 15B), Staphylococcus epidermidis (figura 15C) e
Staphylococcus aureus (figura 15D). E a Tabela 5 expressa a média dos valores dos halos de

inibicdo, em mm de diametro. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 15 Triagem da atividade antimicrobiana do extrato da polpa de Annona crassiflora em concentragdes
de 200 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL

e—

Fonte: Sampaio, 2022

Legenda: A) Placa referente ao microrganismo E. coli. B) Placa referente ao microrganismo P.aeruginosa. C) Placa
referente ao microrganismo S. epidermidis. D) Placa referente ao microrganismo S. aureus.

Tabela 5 - Resultado da atividade antimicrobiana, em mm do didmetro do halo de inibi¢do, dos EEBs de A.
crassiflora

Annona crassiflora
Concentracoes
(?T?g/En'fE) C+ C 200 100 50
E coli 19 0 0 0 0
P.aeruginosa 26 0 0 0 0
S. epidermidis 20 0 10 0 0
S. aureus 20 0 9 0 0

Legenda: Controle positivo (C+) — antibi6tico tetraciclina (25 pg/mL) para os microrganismos Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli e antibidtico Norfloxacino (10 pug/mL) para o microrganismo

Pseudomonas aeruginosa. Controle negativo (C-) — DMSO.
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Os controles utilizados para a avaliagdo do desempenho dos ensaios corresponderam
satisfatoriamente. O DMSO utilizado como controle negativo néo inibiu o crescimento das cepas
e o0s antibidticos utilizados como controle positivo, tetraciclina (25 pg/mL) e norfloxacino (10
pg/mL) apresentaram halos de inibicao de acordo ao perfil de sensibilidade com valores de 19 mm,
26 mm, 20 mm e 20 mm para E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis e S. aureus, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos, o EEB de A. crassiflora na maior concentracéo, 200
mg/mL, apresentou atividade antimicrobiana para as espécies S. epidermidis e S. aureus, no qual
foi possivel observar a presenca de halos de inibi¢cdo de 10 mm e 9 mm, respectivamente. Para as
demais espécies ndo houve formacéo de halos de inibicdo em nenhuma das concentracfes testadas.

A maioria dos estudos disponivéis sobre a atividade biolégica envolvendo Annona
crassiflora sdo relacionados as suas partes aereas, poucos sao 0s estudos realizados sobre a polpa
do fruto (DA SILVA, 2013). Diante disso, este estudo acrescenta a literatura informacdes
relevantes, demonstrando que ndo sé as folhas dessa espécie apresentam atividade bioldgica, como
o fruto também.

Os resultados observados neste estudo corroboram com os achados de Lima e colaboradores
(2006), no qual os autores avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos etandlicos (1:1) de
partes da A. crassiflora, como folha, fruto e sementes contra Staphylococcus spp, e verificaram
halos de inibigdo de 10 a 12 mm (LIMA et al., 2006).

Silva e colaboradores (2013) estudaram extratos hidroalcéolicos de varias partes da A.
crassiflora (casca do fruto, caule, semente, polpa e folha), e observaram que os extratos de todas
as partes, exceto os de semente, apresentaram halos de inibicdo para Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina. A média dos halos de inibicdo referente a polpa foi 8,68 mm, préximo ao
observado neste estudo (DA SILVA et al., 2013).

A presenca de halos observada para o género Staphylococcus se justifica, como discutido
anteriormente, por serem bactérias gram-positivas ndo apresentam camada externa de
lipopolissacarideos, sendo mais sensiveis e suceptiveis a entrada e difuséo dos extratos (ALBANO,
2016; MADIGAN, 2010).

Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliassem a atividade antimicrobiana
utilizando a polpa do fruto de A. crassiflora frente a espécie E. coli e P. aeruginosa. Contudo,
Carrazza e colaboradores (2011) avaliaram extratos aquosos e hidroalcéolicos nas concentracfes

de 100 pg, 500 pg e 1 mg de folhas de A. crassiflora e concluiram que os extratos testados néo
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apresentaram atividade antimicrobiana contra essa espécie (CARRAZZA et al., 2011).

Além disso, em outro estudo realizado por SIMINSKI e colaboradores (2015), no qual
utilizaram extrato hexanico de sementes de A. crassiflora foi possivel observar a formacéo de halos
de inibicdo menores de 8 mm frente a espécie E. coli e P. aeruginosa, esse resultado foi considerado
ineficaz no controle destes microrganismos. Visto que 0s autores consideraram inibicdo da
atividade microbiana as solugdes que apresentaram didmetro superiores a 8 mm. Confirmando os
achados neste estudo (SIMINSKI et al., 2015).

A auséncia de halos de inibicdo para as espécies E. coli e P. aeruginosa pode ser explicada
devido ao fato de se tratarem de bactérias gram-negativas, desse modo, apresentam membrana
externa na constituicdo da parede celular, dificultando a entrada do extrato como discutido
previamente na secdo 5.4.2.1 de acordo com os autores Andrade e colaboradores (2020), Farzaneh
e colaboradores (2015) e Taheri e colaboradores (2013) (ANDRADE; DARINI, 2020;
FARZANEH; CARVALHO, 2015; TAHERI et al., 2013).

5.5.2. Avaliagdo quantitativa da atividade microbioldgica dos extratos

brutos de Mangifera indica, Annona crassiflora e associacdo dos extratos

Os resultados estdo expressos em “V’ para os controles que mostraram resultado dentro do

[3

esperado e ¢’ para as amostras em que houve crescimento microbioldgico em todas as
concentrages testadas, ndo sendo possivel determinar CIM e/ou CBM.
As Tabelas 6 e 7 apresentam os resultados obtidos dos EEB de A. crassiflora e M. indica

frente aos microrganismos Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, respectivamente.

Tabela 6 - Avalia¢do quantitativa da atividade microbiolégica dos EEBs de A. crassiflora e M. indica em
coldnias de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CcC ) o o
crassiflora indica crassiflora indica
Vv % Vv Vv _ 125 _ 250

43



Tabela 7 - Avaliacdo quantitativa da atividade microbiol6gica dos EEBs de A. crassiflora e M. indica em
coldnias de Staphylococcus epidermidis

Sti phylococcus epidermidis

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CcC ) o _ o
crassiflora indica crassiflora indica
Vv Vv Vv Vv 250 500

De acordo os resultados obtidos no teste quantitativo, o EEB de A. crassiflora nédo
apresentou atividade antimicrobiana para as espécies S. aureus e S. epidermidis, visto que foi
observado crescimento microbioldgico em todas as concentracdes testadas. Esse resultado esta
em desacordo com o obtido no teste qualitativo, na qual o EEB de A. crassiflora apresentou
atividade antimicrobiana em concentracdo = 200 mg/mL para ambas as espécies.

O EEB de M. indica apresentou para S. aureus CIM de 125 mg/mL e CBM de 250 mg/mL
e para S. epidermidis CIM de 250 mg/mL e CBM de 500 mg/mL, esse resultado também estd em
desacordo com o apresentado no teste qualitativo, onde a partir da concentracdo de 25 mg/mL ja
foi observado atividade antimicrobiana desse extrato para ambas as espécies.

A divergéncia dos resultados dos dois testes se justifica pelo fato de ambos os extratos
apresentarem atividade bacteriostatica, ou seja, detém o crescimento dos microrganismos quando
entram em contato direto com eles, como no caso do teste qualitativo utilizando o método difusao
em &gar. Contudo, ao transferir os microrganismos para outro meio de cultura, como o caldo
utilizado no teste quantitativo, essas bactérias voltam a se desenvolver (BANCALARI et al.,
2020; GOMES et al., 2020).

Manzur e colaboradores (2020) encontraram valores de CIM entre 1,8-7,5 mg/mL e CBM
entre 15,1-45,3 mg/mL para o extrato etanolico de folhas de M. indica frente a 8 cepas de
Staphylococcus spp. Sendo, CIM 30,2 mg/mL e CBM 45,3 mg/mL para a espécie S. aureus.
(MANZUR, 2020). Cavalcante e colaboradores (2021) avaliaram diferentes fracdes organicas,
etandlica, hexanica, metandlica e acetato de etila, oriundos das folhas de M indica, e encontraram
CIM variando de 0,04 e 0,29 mg/mL para 0s microrganismos S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus e E. coli (CAVALCANTE; DA SILVA, 2021).
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Em estudo realizado por Silva e colaboradores (2013) foi observado para o EBB de polpa
de A. crassiflora CIM 25 mg/mL frente a cepas de S. aureus oxacilina resistentes (ORSA) e CIM
12,5 frente S. aureus ATCC © (DA SILVA, 2013).

A variagdo dos resultados observados neste estudo e na literatura pode estar relacionada
a diversos fatores, como a metodologia utilizada, a forma de obtencdo do extrato, diferentes
concentracdes e solventes utilizados, diferentes linhagens genéticas dos microrganismos
analisados, partes da planta analisada, além da forma de cultivo da planta e fatores ambientais
(SOUZA et al., 2015), que também influenciam na quantidade de bioativos, e consequentemente,

no efeito da atividade antimicrobiana.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos dos EEB de A. crassiflora e M. indica frente

ao microrganismo Escherichia coli.

Tabela 8 - Avaliacdo quantitativa da atividade microbioldgica dos EEBs de A. crassiflora e M. indica em
coldnias de Escherichia coli

Escherichia coli

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
ct c. oM cc Annona Mangifera Ann.ona Mangifera
crassiflora indica crassiflora indica
Vv Vv Vv Y 250 500

O resultado obtido nesse teste complementa a analise da atividade antimicrobiana do EEB
de M. indica frente essa a espécie E. coli, visto que no teste qualitativo ndo foi possivel observar
atividade antimicrobiana, contudo ao estudar maiores concentra¢es no teste quantitativo foi
possivel observar CIM de 250 mg/mL e CBM de 500 mg/mL do EEB de M. indica frente a essa
espécie. Além disso, o resultado desse teste esta de acordo com o apresentado no teste qualitativo
em relacdo ao EEB de A. crassiflora que nao apresentou atividade antimicrobiana para E. coli.

Os resultados corroboram com a literatura, no qual Espinosa e colaboradores (2022)
identificaram presenca de atividade antimicrobiana do extrato metandlico de cascas de M. indica
em cepas de E. coli, onde foi observado CIM de 4 mg/mL, (ESPINOSA et al., 2022).

Como discutido anteriormente, esse microrganismo possui canais proteicos em sua
membrana que permite a entrada de compostos de até 600 daltons (DEL FIO et al., 2000). A

presenca da atividade antimicrobiana do EEB de M. indica observada nesse teste pode ser
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justificada pelo fato de quem maiores concentracfes haverd uma maior taxa de compostos

antimicrobianos penetrando por esses canais.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos dos EEB de A. crassiflora e M. indica frente

ao microrganismo Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 9 - Avaliacdo quantitativa da atividade microbiol6gica dos EEBs de A. crassiflora e M. indica em
coldnias de Pseudomonas aeruginosa

F eudomonas aeruginosa

Controles do experimento

C+ C- CM

CC

CIM (mg/mL)
Annona Mangifera
crassiflora indica
62,5

CBM (mg/mL)

Annona Mangifera
crassiflora indica
125

Apenas o0 EEB de M. indica apresentou atividade contra a espécie P. aeruginosa, no qual
obteve-se CIM de 62,5 mg/mL e CBM de 125 mg/mL. Os resultados desse experimento estdo de
acordo com o obtido no teste qualitativo, no qual observou-se atividade antimicrobiana do EEB de
M. indica para esse microrganismo a partir da concentracdo minima analisada de 25mg/mL, e ndo
obteve-se atividade antimicrobiana do EEB de A. crassiflora para essa espécie.

Os resultados obtidos corroboram com a literatura. Espinosa e colaboradores (2022)
também identificaram presenca de atividade antimicrobiana do extrato metandlico de cascas de M.
indica em cepas de P. aeruginosa, onde foi observado CIM de 4 mg/mL. Além deles, Bbosa e
colaboradores (2007) também observaram CIM de 4 ,4 mg/mL do EEB de M. indica em cepas de
P. aeruginosa (BBOSA et al., 2007; ESPINOSA et al., 2022).

Os valores de CIM e CBM obtidos nesse experimento para o EEB de M. indica, foram os
menores comparado aos obtidos para 0s outros microrganismos, essa fato pode ser justicado devido
ao alto potencial de inibicdo que esse extrato possui sobre os fatores de viruléncia da P. aeruginosa,
como ja discutido na segédo 5.4.1.1 (HUSAIN, 2017).

Em relacdo a associacdo dos extratos e de microrganismos (Tabela 10) foi possivel verificar
atividade bactericida e bacteriostatica dos extratos frente a todos os microrganismos analisados, na
qual para E. coli e P. aeruginosa obteve-se CIM de 62,5 mg/mL e CBM de 125 mg/mL e para S.
aureus e S. epidermidis CIM de 125 mg/mL e CBM de 250 mg/mL.
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A Tabela 10 apresenta os valores de CIM e CBM da associac¢do dos EEBs de A. crassiflora

e M. indica em amostras contendo E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e S. epidermidis.

Tabela 10 - Avaliacdo quantitativa da atividade microbiologica da associacao dos extratos em amostra de co-
cultura

Co-cultura + Associacdo dos extratos

CIM CBM Controles do experimento
Mos (mg/mL) (mg/mL) cr C- cM cc
E. coli 62,5 125 Vv \ \ \
P. aeruginosa 62,5 125 Vv Vv Vv Vv
S. aureus 125 250 Vv \ \ Vv
S. epidermidis 125 250 \Y Vv \ \Y

Ao comparar os resultados de CIM e CBM dos extratos isolados e da associacdo deles
observou-se que os valores se mantiveram para S. aureus e P. aeruginosa, e houve reducdo em
75% dos valores de CIM e CBM para E. coli e reducédo em 50% de CIM e CBM para S. epidermidis.
Com isso, verificou-se que a associagdo dos extratos apresentou maior atividade antimicrobiana
frente as espécies E. coli e S. epidermidis do que isolados. O aumento da concentracdo de
compostos bioativos, especialmente de compostos fenolicos, ao associar 0s extratos pode ser
considerado um dos fatores da reducéo dos valores observados.

Os polifendis sdo moléculas hidréfobicas, o que possibilita a difusdo pela bicamada lipica
da membrana plasmatica bacteriana, causando desestabilidade nessas estruturas, tornando-as mais
permeaveis (BURT, 2004). Essas alteracdes fisico-quimicas da membrana podem ter ocorrido para
a espécie S. epidemrides, promovendo a saida de elementos vitais a célula como fosfatos, ions,
purinas e acidos nucléicos e/ou a entrada de substancias nocivas ao metabolismo bacteriano
(TAVARES, 1996).

O mesmo ndo foi obsevado para S. aureus, visto que esse microrganismo é reconhecido
pela sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia (CUSSOLIM et al., 2021). Em um estudo
realizado por Serafim e colaboradores (2019) que teve como objetivo avaliar as resisténcias dos
isolados do género Staphylococcus e relataram que a espécie S. aureus apresentou alto poder de
adaptacdo, adiquirindo resisténcia passo a passo a todos os antibidticos testados (SERAFIM, et al.,
2019).
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No caso da espécie E. coli, a associacdo dos extratos possibilita uma maior variedade de
compostos antimicobrianos, aumentando as chances da entrada destes pelos canais protéicos, que
suportam até moléculas de 600 daltons, presentes na membrana dessa bactéria (DEL FIO et al.,
2000; TAVARES, 1996).

Enquanto que para a espécie P. aeruginosa, os valores de CIM e CBM se mantiveram,
provavelmente devido ao seus fatores de viruléncia (BEHNKEN, 2019; SOUZA et al., 2019;
TUON et al., 2022, THI; WIBOWO; REHM, 2020).

5.5.3. Avaliacdo da atividade prebiotica da associacédo dos extratos brutos de
Mangifera indica e Annona crassiflora

Ao avaliar os resultados obtidos em agar seletivo, ndo foi observado crescimento
microbiano, ou seja, a associa¢do dos extratos apresentou atividade bactericida contra todos 0s
microrganismos testados de forma isolada.

Ao repicar o conteddo da associacdo dos extratos mais co-cultura para agar MH
observou-se crescimento apenas das bactérias do género Staphylococcus, gram positivas coradas
de roxo e E. coli gram negativas coradas de rosa (Figura 16). Os resultados foram obtidos por
meio de contagens de UFCs de cada uma das amostras em meio seletivo, sendo 2,17.107 +
2,44.10" UFC/mL para a co-cultura.

Um dos motivos pelo qual observou-se crescimento de colbnias de bactérias do género
Staphylococcus e E. coli em co-cultura, estd relacionado a possivel relacdo simbidtica
desenvolvida entre esses microrganismos. A simbiose faz parte do conjunto de relacGes
ecoldgicas harmonicas, se trata de uma relagdo mutuamente vantajosa entre dois ou mais
organismos vivos de espécies diferentes, nessa relacdo todos 0s microrganismos agem em
conjunto para proveito matuo (CHUDZIK et al., 2015; TAVARES, 2018). Outra hipétese para
0 crescimento desses microrganismos seria porque a associagao dos extratos sao prebidticos para

Staphyloccous e E.coli.
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Tabela 11 - Avaliacdo quantitativa da atividade prebiética da associacdo dos EEBs de A. crassiflora e M.
indica em amostra contendo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis

MO UFC (UFC/mL) Média + DP
E. coli 0+0
P. aeruginosa 0+0
S. aureus 0£0
S. epidermidis 0+0
Co-cultura 2,17.10" + 2,44.10°

Figura 16 Col6nias de microrganismos corada pela técnica de Gram

Fonte: Sampaio, 2022.

Legenda: A imagem acima representa dois tipos de col6nias de bactérias, ambas coradas pela técnica de Gram. A)
Mostra a presenca de bactérias do género Staphylococcus Gram positivos. B) Mostra a presenca de bactérias da espécie

E. coli Gram negativa.
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Figura 17 Placa com AMH e cultivo da
amostra com co-cultura

Fonte: Sampaio, 2022.

Legenda: E possivel observar colbnias caracteristicas de Staphylococcus e E. coli e auséncia de coldnias

caracteristicas de P. Aeruginosa.
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6. CONCLUSAO

Concui-se que foi possivel obter bons resultados de rendimento para ambos o0s extratos. As
folhas de M. indica apresenta mais compostos fendlicos e flavonoides comparado a polpa de A.
Crassiflora, que possui apenas compostos fenolicos em quantidades relevantes, conforme
encontrado pelo grupo de pesquisa. O EEB M. indica apresentou atividade antimicrobiana para S.
aureus, S epidermides, P. aeruginosa e em maiores concentragdes para E. coli. O EEB A.
crassiflora apresentou atividade antimicrobiana para o género Staphylococcus. Observou-se que a
associacdo dos extratos apresentou uma possivel atividade prebidtica para o género Staphylococcus
e para E. coli. Contudo, para determinar se os resultados obtidos sdo devido a funcgéo prebiotica

desses extratos, se faz necessario a realizacdo de outros testes.
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