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Efeito antimicrobiano ¢ modulador do extrato
hidroalcoélico de Genipa americana (Jenipapo)

Antimicrobial effect and modulator of the hydroalcoholic

extract of Genipa americana (Jenipapo)

Dércio Luiz de Sousa Junior, italo Mykaell da Silva Benjamim, Luiz Eduardo Oliveira Teo-
tonio, Filipe Joaquim Gongalves, Carla Morgana Torres Salviano, Renata Correia Leandro,
Maria Janice Pereira Lopes, Pedro Everson Alexandre de Aquino, Nadghia Figueiredo Leite

RESUMO

Genipa americana, pertencente a familia Rubiaceae, arvore de grande porte que é encontrada em
varias areas do Brasil, popularmente conhecida como Jenipapeiro sendo utilizada para no combate
a doencas hepaticas e inflamatérias, além de reduzir o colesterol. Este estudo tem como principal
objetivo avaliar a prospecg¢ao fitoquimica, antibacteriana e modulatéria do extrato hidroalcodlico
da casca do caule de Genipa americana frente a cepas de bactérias padrdes e multirresistentes.
Para a andlise da atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico, foi realizado o teste de
microdiluicdo em caldo para determinagao da concentragéo inibitéria minima (CIM), e a modulagéo
de antimicrobianos por meio de gentamicina, amicacina e clindamicina. Os resultados obtidos da
CIM pelas bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foram
= 1024pg/mL. Na modulagdo modificagdo da concentragdo de dois antibi6ticos para cada cepa
bacteriana. Assim, é fato rematar que este extrato tem notavel atividade moduladora principalmente
quando testados contra bactérias de interesse clinico como a P. aeruginosa, bactérias oportunista,
ressaltando que deve-se ser realizados mais estudo sobre o potencial desta espécie, que possui
compostos fitoquimicos importantes capazes de reduzir a resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Modulagdo. Genipa americana.

ABSTRACT

Genipa americana, belonging to the family Rubiaceae, a large tree that is found in several areas of
Brazil, popularly known as Jenipapeiro being used to combat liver and inflammatory diseases, and
reduce cholesterol This study has as main objective to evaluate the phytochemical, antibacterial
and modulatory prospection of the hydroalcoholic extract of the stem bark of Genipa americana
against strains of standard and multiresistant bacteria. For the analysis of the antibacterial activity
of the hydroalcoholic extract, the broth microdilution test was carried out to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC), and the antimicrobial modulation by means of gentamicin, amikacin
and clindamycin. The results obtained from the MIC by the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa were = 1024 ug / mL. In the modulation modulation of the
concentration of two antibiotics for each bacterial strain. Thus, it is a fact to conclude that this
extract has remarkable modulatory activity, especially when tested against bacteria of clinical
interest, such as P. aeruginosa, opportunistic bacteria, stressing that more research should be done
on the potential of this species, which has important phytochemical compounds capable to reduce
antimicrobial resistance.

Keywords: Antimicrobials. Modulation. Genipa americana.
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INTRODUCAO

A Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) reconhece o uso de plantas medicinas para tratamento ou prevencéo de
saude e de varias doengas como medicina tradicional, alternativa ou complementar?.

Ultimamente os medicamentos antibioticos estdo sendo usados erroneamente causando no aumento de
microrganismos multirresistentes. Este fato acontece devido a que as bactérias possuem alguns mecanismos para
adquirir e repassar uma resisténcia contra estes farmacos, tornando cada vez mais dificultoso um tratamento eficaz™.

Com o passar do tempo, a utilizagao de plantas medicinais para a prevengao ou tratamentos de muitas doengas tem
evoluido, desde as formas mais tradicionais como as mais avangadas utilizadas nos dias atuais. Dessa forma 0 homem
percebeu que nas plantas haviam propriedades, que atualmente sdo chamadas de principios ativos, as quais poderiam
gerar reagdes benéficas ao organismo, resultando na recuperagao da saude™.

A espécie Genipa americana, pertencente a familia Rubiaceae apresenta em sua composi¢ao fitoquimica
principalmente irid6ides, que nas plantas, servem para a autoprote¢éo, possuem também vitamina C, cafeina, manitol e
alguns acidos. Sua utilizagéo popular se da para o tratamento de doengas hepaticas e antidiarreicas’°. Foi relatado um
efeito anti-inflamatério em um extrato hidro propilenoglicolico das folhas dessa espécie®, assim como na prevengéo e
tratamento da diabetes por conseguir inibir enzimas como a tirosinase e a-glicosidase?.

A busca por novos agentes antimicrobianos é de extrema importancia, devido a varios microrganismos ja serem
resistentes a alguns destes farmacos, contudo, é necessario que se tenha uma validagéo cientifica para o uso correto
dessas espécies vegetais ou de seus compostos ativos, comumente chamados de fitoterapicos, na promogéo da saude,
principalmente em se tratando de dose, parte da planta utilizada, assim como as suas propriedades terapéuticas'®. Desse
modo busca-se neste estudo o potencial antimicrobiano e modulador do extrato hidroalcodlico da casca do caule de
Genipa americana.

METODOLOGIA

Preparo do extrato

As cascas do caule de Genipa americana (Jenipapo) foram coletadas no Distrito Dom Quintino, Municipio de Crato -
CE, as 12h00min, em seguida foram pesadas 300g das cascas em balanga semi-analitica, ap6s isso foram colocados em
recipiente de vidro com tampa, onde sera adicionado 300ml de etanol 70%. O extrato foi levado ao evaporador rotativo
(model Q-214M2 - Quimis, Brazil) para a retirada do solvente e concentrado em banho-maria a 60 °C. O rendimento dos
extratos foi calculado pela expressdo: Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100. Pesou-se
em uma balanga analitica 0,01g do extrato num eppendorf de 2mL. Adicionou-se 1mL de Dimetilsulfoxido (DMSO) e a
solugéo foi levada ao vortex para completa homogeneizagéo. Transferiu-se a mistura para um tubo falcon e adicionou-se
8,8mL de agua destilada.

Meios de cultura e microrganismos

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Brain Heart Infusion - BHI (Sigma®) na concentragéo indicada
pelo fabricante e esterilizados em autoclave. As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Cedidas pelo Laboratério de Microbiologia e Biologia

2 Saude (Santa Maria), Vol. 45, n. 1, p. 1-7, janeiro/abril, 2019



Molecular — LMBM da Universidade Regional do Cariri — URCA.

Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados segundo a metodologia de Matos, (1997), no qual foram submetidos com a
funcao de detectar os metabdlitos secundarios presentes nos extratos. Para obter o resultado, foi observado a mudanga
de cor e a formag&o do precipitado, apds a adigéo de reagentes especificos (NAOH e HCL)®™.

Concentragao inibitoria minima (CIM):

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo. Eppendorfs foram
preparados com 1350 pl de meio BHI 10% e 150 ul de indculo.
Em seguida foram distribuidos 100 ul desta solug&o em cada cavidade da placa de microdilui¢do e logo ap6s adicionou-
se 100 ul de extrato na primeira cavidade, passando para as demais, através de sucessivas diluigdes na proporgao de
1:1, até a pendultima cavidade, variando nas concentragdes de 512 a 8 ug/mL. Esta Ultima foi reservada como controle.
Estas colocadas em estufa a 37°C/24h. Para a leitura as placas foram reveladas com corante especifico, a resazurina,
um indicador colorimétrico de Oxido-redugéo, utilizando-se de 20l deste corante em cada cavidade das placas e incuba-
las por 1 h em temperatura ambiente’®.

Arevelagéo da CIM considerada como inibi¢do do crescimento para 0s pogos que permaneceram com a coloragdo
azulada e ndo-inibicdo os que apresentaram coloragao avermelhada.

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragao capaz de impedir o crescimento

bacteriano, nas cavidades da placa de microdiluicdo conforme detectado macroscopicamente™.
Modulagao da agéo de drogas antimicrobianas

Para averiguar a modulagéo da agdo dos antibiéticos frente as cepas testadas, utilizou-se o método de Coutinho
et al. (2008)*, onde a solugdo do extrato foi testada em concentragdo sub-inibitéria (CIM/8) de 128 ug/ mL. Foram
preparados tubos eppendorf contendo cada um deles 1,5 mL de solugéo, com 1.162 L de BHI 10%, 150 UL da suspenséo
bacteriana e 188 |L do extrato.

Para o controle foram preparados tubos eppendorf com 1,5 mL de solug¢do contendo 1.350 uL de BHI 10% e
150 L de suspensdo de microrganismos. A placa foi preenchida no sentido alfabético adicionando-se 100 L desta
solugdo em cada pogo. Em seguida, 100 uL da droga na concentragdo de 1024 pg/mL (Amicacina, Gentamicina e
Clindamicina) foram misturadas ao primeiro pogo, procedendo a microdiluigdo em série, numa proporgdo de 1:1 até a
penultima cavidade. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

Analise estatistica
Os resultados dos ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média geométrica. A analise estatistica

foi aplicada a anélise de variancia two-way ANOVA seguida pelo de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(onde p < 0,05 é considerado significativo e p 0,05 ndo significativo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a realizagdo do teste da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) com bactérias (E. coli, S. aureus e P,
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aeruginosa) foram obtidos resultados = 1024 ug/mL em todas as cepas

GRAFICO 1. Concentragao inibitoria minima (ug/mL) de antimicrobianos na auséncia e presenga do EHGA frente & Staphylococcus aureus.
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GRAFICO 2. Concentragao inibitoria minima (ug/mL) de antimicrobianos na auséncia e presenca do EHGA frente & Escherichia coli.
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GRAFICO 3. Concentragao inibitdria minima (ug/mL) de antimicrobianos na auséncia e presenca do EHGA frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Pseudomonas aeruginosa
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TABELA 1. 1-Fendis; 2-Taninos Condensados; 3-Antacioninas; 4-Antacianidinas; 5-Flavonas; 6-Flavonois; 7-Xantonas; 8-Chalconas; 9-Auronas;
10-leucoantocianidinas; 11-Catequinas; 12-Flavanonas; (+) Presenca; (-) Auséncia. EHGA — Extrato Hidroalcoolico de Genipa americana

METABOLITOS

EXTRATO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 M 12

Apartir da prospecgao fitoquimica preliminar foram encontrados taninos flababénicos (condensados) e flavanonas,
metabolitos secundarios com agao antioxidante e antimicrobiana, possuindo alguns mecanismos de agéo capazes de
inibir a proliferacdo bacteriana e de potencializar antibidticos, diminuindo a concentragdo destes farmacos pela agéo
conjunta, abrandando, assim, efeitos colaterais causados por estes medicamentos’®.

Estes metabolicos também s&o encontrados em varias pesquisas, corroborando que tanto a familia Rubiaceae,
quanto a espécie em questao possuem muitos metabélicos secundarios com poder antimicrobiano?'.

Foi observado que o extrato hidroalcodlico da casca do caule do Jenipapo conseguiu modular a agao de dois
antibidticos para cada cepa bacteriana utilizada. Estes resultados vao de encontro quando comparados aos de Santos,
Ramos & Miyagusku (2017)", onde o extrato hidroalcodlico dos frutos de Jenipapo apresentou atividade antimicrobiana
quando testados contra as trés espécies utilizadas no presente estudo, contudo, foi utilizado nesta pesquisa, 0 método
de disco difus@o em altas concentragdes além do teste de microdilui¢do para a CIM.

Outro relato da agao antimicrobiana foi visto no estudo de Aimeida et al, (2017)', também realizado pelo método
de disco difusdo, onde a partir de um extrato cloroférmico das folhas de Genipa americana L. e também de sua fragéo
cloroférmica apresentaram halo de inibigdo frente a S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922), ja as fracdes
utilizadas néo apresentaram agéo contra a E. coli, isto comprova que néo apenas extratos brutos tem agao antibacteriana,
como também fragdes e isolados destes produtos naturais, salientando a pesquisa aprofundada de todos os compostos
encontrados'®.

O 6leo essencial de Genipa americana L. também apresentou notavel atividade antimicrobiana frente as bactérias
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de relevancia clinica, como apresentado por Barbosa (2008)?, que realizou testes de disco difusdo com o 6leo essencial
dos frutos de Jenipapo utilizando varias bactérias multirresistentes como a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphyloccocus aureus MRSA (ATCC 25923), onde se obteve um halo de inibigdo, confirmando a agé&o farmacologica
desta espécie tanto isoladamente, como juntamente com medicamentos sintéticos.

Na associacao com a Clindamicina frente a Escherichia coli houve um aumento na concentragéo do antibiético.
Isto pode ser devido que essa classe de antibiotico ndo ¢ eficaz contra bactérias gram-negativas'?. Mostrado no estudo
de Donovan et al. (1979)° que este pdde ter acdo quando associado a um aminoglicosideo.

As trés cepas, quando testadas com aminoglicosideos tiveram um resultado relevante, onde P. aeruginosa e E.
coli foram mais susceptiveis a Gentamicina e S. aureus a Amicacina, assim como no estudo de Martinez, Gironi e Santos
(1996)". A capacidade modificadora que extratos vegetais tém sobre medicamentos antimicrobianos é confirmada a
partir de estudos ja realizados mostrando a redugéo da resisténcia ja existente®.

CONCLUSAO

Diante do exposto nesta pesquisa, € certo concluir que o extrato da casca do caule de Genipa americana, ndo possui uma
ClIM favoravel, mas tem notavel atividade moduladora tanto para amiglicosideos (Amicacina e Gentamicina) quanto para as
lincosamidas (Clindamicina) principalmente quando testados contra bactérias de interesse clinico como a Pseudomonas
aeruginosa, grande causadora de infec¢des hospitalares. Deve-se ser realizados mais estudo sobre o potencial desta
espécie, que possue compostos fitoquimicos importantes capazes de reduzir a resisténcia a antimicrobianos.
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