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RESUMO

O aparecimento de micro-organismos resistentes e a toxicidade associada aos formacos antimicrobianos aumentam a necessidade
de pesquisas por novos principios ativos. Morinda citrifolia L., uma planta frutifera utilizada popularmente como antibacteriano
e com diversos outros usos farmacolégicos. Possui diversos metabdlitos primdrios e secunddrios, principalmente flavondides,
triterpendides e alcaléides. O presente trabalho visou testar o potencial antimicrobiano e modulador dos extratos do seu fruto. Os
extratos do fruto foram testados quanto ao seu efeito antimicrobiano e em combinac¢do com antibacterianos e antiftingicos contra
microrganismos patégenos pelo método de microdiluicdo em caldo. Observou-se que as associa¢des entre antibidticos e extratos
mostraram resultados com relevancia clinica diante dos testes com bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Palavras-chave: efeito modulador, extratos, metabolitos secundarios, multirresistente.

ABSTRACT

The rising of the drug resistant microrganisms and the toxicity related with the antimicrobial drugs enhances the necessity about
the search of new bioactive compounds. Morinda citrifolia L. is a fruit tree traditionally used as antibacterial and with several other
pharmacological properties. This plant presents several phytocompounds as flavonoids, alkaloids and triterpenes. The objective of
this work was assay the antimicrobial and modulatory potential of the fruit extract. The extract was assayed alone and associated
with antibiotics and antifungals against pathogenic microrganisms using the microdilution assay. The results demonstrated that
the association between extract and antimicrobial drugs resulted in a potentiation of the drug activity clinically relevant against
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.

Keywords: extracts, modulatory effect, secondary metabolites, multidrug-resistant.
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RESUMEN

La aparicién de microorganismos resistentes y la toxicidad asociada a los antimicrobianos aumenta la necesidad de investigar nuevos

principios activos. Morinda citrifolia L., es una planta fructifera utilizada popularmente como antibacteriano y con otros diversos usos

farmacoldgicos. Posee diversos metabolitos primarios y secundarios, principalmente flavonoides, triterpenoides y alcaloides. Este

estudio tuvo como objetivo ensayar la potencial actividad antimicrobiana y moduladora de los extractos obtenidos de su fruta. Los

extractos de las frutas fueron testados tanto para determinar el efecto antimicrobiano como también utilizindolo en combinacién

con agentes antibacterianos y antifingicos contra microorganismos patégenos, por el método de microdilucién en caldo. Se observé

que la asociacién entre antibidticos y extractos dié resultados clinicamente significativos en pruebas con bacterias Pseudomonas

aeruginosa'y Escherichia coli.

Palabras clave: efecto modulador, extractos, metabolitos secundarios, multirresistente .

INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Sadde (OMS)
aproximadamente 25 % das mortes no mundo inteiro sdo
decorrentes de doencas causadas por micro-organismos.
Dentro esse total de mortes, cerca de 45 % acontece nos paises
subdesenvolvidos, onde o surgimento de micro-organismos
resistentes a diversas drogas, tem se destacado como um dos
principais fatores de mortalidade (Schenkel et al., 2001).

O uso incorreto dos medicamentos antibacterianos e
antifiingicos é descrito como um dos principais responsaveis
pela selecdo micro-organismos resistentes a medicamentos
como antibidticos, germicidas e desinfetantes. Isso ocorre
principalmente pelo fato de que as bactérias apresentam a
capacidade genética para adquirir e transmitir resisténcia
contra esses agentes antibacterianos atualmente disponiveis,
assim como os fungos apresentam muta¢des proprias, que
proporcionam o surgimento de cepas resistentes (Hamdan
e Hahn, 2006).

H4& vérios relatos, sobre isolados bacterianos e
fungicos, que sdo conhecidos por serem sensiveis as
drogas rotineiramente utilizadas, mas que se tornaram
multirresistente aos outros medicamentos disponiveis no
mercado (Nascimento et al., 2000; Sakagami e Kajimura,
2002; Hamdan e Hahn, 2006).

Nesse contexto, os produtos naturais como os de origem
vegetal, tem se destacado tanto por apresentarem atividade
antibacteriana, como também pela sua capacidade de
potencializar a atividade antibiética (Gibbons, 2004;
Tintino et al., 2013). A utilizacdo de extratos, oriundos
de produtos naturais, com a finalidade de serem agentes
antimicrobianos pode ser uma via importante, j4 que se
tem em vista que os mesmos sdo dotados de uma reduzida
possibilidade de ocasionar resisténcia microbiana, porque
os mesmo sdo misturas complexas, o que torna a adaptac¢io
dos micro-organismos dificil (Daferera et al., 2003).

A Morinda citrifolia L. é uma pequena arvore da familia das
Rubidceas, de origem do sudeste asidtico, ela foi difundida
pela Asia e Ilhas do Oceano Pacifico, (Santos-Junior et al.,
2011). Possui o nome popular de Noni (na lingua havaiana)
no Taiti, aal (na lingua Hindi). Seu fruto também pode ser
conhecido como, Ba Ji Tian, Nonu, Indian Mulberry, Canary
Wood e Cheese fruit (Silva et al., 2012).

A espécie da Morinda citrifolia L. é uma das mais notdveis
por possuir um vasto uso (Brito, 2008). Praticamente toda
a parte da planta é utilizada, e a cada parte é atribuida uma
capacidade medicinal diferente. Ao fruto sdo atribuidas
as aplicagdes: antibacteriano, analgésico, anticongestivo,
antioxidante, expectorante, anti-inflamatdério, adstringente,
emoliente, emenagogo, laxativo, analgésico, hipotensor,
purificador do sangue, imunoestimulante e tonico (Elkins,
1997). Ainda é atribuida a capacidade anticancerigena
(Rodriguez e Pinedo, 2004).

O fruto de Morinda citrifolia L., conhecida popularmente
como Noni, tem sido objeto de estudos relativos as suas
propriedades nutracéuticas (Chan-Blanco et al., 2006).
Diversos componentes fitoquimicos ja foram identificados
na planta do Noni, a maior parte dos micronutrientes
identificados sdo componentes fendlicos, dcidos organicos
e alcaldides. Entre os componentes fendlicos, os mais
importantes sdo as antraquinonas (Wang e Su, 2001). Os
compostos fendlicos identificados representam o maior
grupo de micronutrientes funcionais no suco de Noni (Wang
e Su, 2001).

Jéexistemestudos que mostrama atividade antibacteriana
do extrato do fruto Morinda citrifolia L. contra Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. E também conhecido que estas
bactérias sdo responsdveis processos infecciosos, que levam
a um grande numero de mortalidade (Santos, 2004).
Considerando este fato, o objetivo deste trabalho foi avaliar
atividade antibacteriana, antifiingica e modificadora da
atividade de antibidticos aminoglicosideos e antiftingicos,
pelo do extrato etandlico do fruto da Morinda citrifolia L.
contra cepas resistentes oriundas de isolados clinicos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo do material vegetal

Para identificacdo e registro, as folhas e frutos de Morinda
citrifolia L. foram coletadas no municipio do Crato, no
estado de Ceard, em marco de 2012. As amostras foram
coletadas sobre a permissdo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, durante a
esta¢do chuvosa. Uma amostra foi depositada no Herbario
do departamento de Biologia da Universidade Federal de
Sergipe sob nimero 13503.
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Para os experimentos, foi preparado o extrato etandlico
do fruto, onde 300 g do fruto seco e triturado de M.
citrifolia L. foi submerso em etanol 99 % por 72h. Apés isso,
o extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador
(modelo Q-344B-Quimis, Brasil) e banho-maria (modelo
Q-214M2-Quimis, Brasil) (Matos, 1997). Apds a obtencio
do extrato, o mesmo foi liofilizado em Liofilizador (modelo
L101 - LIOTOP, Brasil). Apds este processo, foi obtido um
valor de 13,4 g do extrato do fruto. A solugdo utilizada nos
testes foi preparada inicialmente em uma concentragio de
10mg/mL, dissolvida em DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma-
Aldrich®) e posteriormente diluida com &dgua destilada
para uma concentra¢do de 1024 ug/mL, reduzindo assim a
concentragdo de DMSO para menos de 10 % para evitar o
efeito téxico do DMSO (Matias et al., 2010a).

Micro-organismos utilizados

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos
através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundag¢do Oswaldo Cruz, Ministério
da Saude. Foram utilizadas linhagens padrdo de bactérias
Escherichia coli ATCC 11105; Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 e cepas do fungo Candida krusei ATCC 2538.

Concentracao inibitéria minima

Foi adotado o procedimento de microdilui¢do em caldo
(NCCLS, 2003), onde foram preparadas solu¢des em tubos
eppendorf contendo cada um deles 1 mL de solugdo com
900 pL de BHI 10 % e 100 pL da suspensdo bacteriana ou
fungica com 10°UFC segundo a escala de McFarland. A placa
foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 plL
desta solu¢do em cada pogo em um total de 96 pocos, e em
seguida procedeu-se a microdiluigdo seriada com a solugio
de 100 pL do produto natural (extrato), variando nas
concentragdes de 512 a 8 pg/mL. As placas foram levadas
a incubadora por 24 horas a 37 °C. A revela¢do da CIM
bacteriana foi feita utilizando-se a resazurina, enquanto
para os fungos foi observada a turbidez provocada pelo
crescimento. A CIM foi definida como a menor concentracdo
na qual nenhum crescimento foi observado.

Aumento da acdo das drogas

Para verificar se o extrato modificaria a agdo dos antibidticos
frente as cepas testadas, utilizou-se o método proposto
por Coutinho et al. (2008), onde a solu¢do do extrato foi
testada em concentragio sub-inibitéria (CIM/8) de 128 pg/
mL. Foram preparados tubos eppendorf® contendo cada um
deles 1,5 mL de solugdo, com 1.162 pL de BHI 10 %, 150 pL
da suspensdo bacteriana ou fiingica e 188 pL do produto
natural (extrato). Para o controle foram preparados tubos
eppendorf® com 1,5 mL de solugdo contendo 1.350 pL de
BHI (10 %) e 150 pL de suspensdo de microrganismos. A
placa foi preenchida no sentido alfabético adicionando-
se 100 pL desta solugdo em cada pogo. Em seguida, 100

pL da droga (antibidtico ou antifiingico) foi misturada
ao primeiro po¢o, procedendo a microdilui¢do em série,
numa propor¢do de 1:1 até a pendltima cavidade. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata.

Os antibiéticos Amicacina e Gentamicina (ambos
da classe dos aminoglicosidios, inibidores de sintese
protéica), Imipenem (da classe dos carpenémicos, inibidor
da sintese da parede celular) e Oxacilina (beta-lactamico,
inibidor da sintese da parede celular) foram avaliados
em concentragdes que variaram de 5000 - 2,44 pg/mL.
Além dos antibacterianos utilizados, também usou-se os
antifingicos cujo mecanismo de ag¢do afeta tanto a sintese
de lipidios quanto a formagdo da parede celular fingica:
Benzoilmetronidazol, Mebendazol, Anfotericina B e a
Nistatina em concentra¢Ges que variavam entre 1024 - 0,5
pg/mL. Todos os antibidticos e antifiingicos testados foram
obtidos junto a Sigma Co. (S. Louis, USA).

Analise estatistica

Os dados sdo expressos como médias geométricas. A
significancia estatistica foi avaliada com um teste ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni post hoc
(onde p < 0,05 e p <0,0001 sdo considerado significativo e p
> 0,05 nio significativo).

RESULTADOS

Ao observar a concentragdo inibitéria minima (CIM)
contra bactérias (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
e o fungo (Candida kruzei), obteve-se resultados de > 1024
g/mL, mostrando ndo serem clinicamente relevantes
(Holetz et al., 2002). Entretanto, na modulagdo foram
observados resultados sinérgicos pela modificacdo da
atividade antibiética, com reducdo da CIM do antibidtico
na presenca do extrato, comparado ao controle com apenas
o antibidtico, perante as cepas das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Todas apresentaram um valor
de significancia com p < 0,0001 ou p < 0,05, com todas as
drogas testadas, exceto com a Oxacilinan que, contra ambas
as cepas, foi observado resultado de antagonismo com
significaincia de p < 0,0001 ou 0,05 contra as duas linhagens
(Fig.1 e Fig.2). Contra o fungo Candida kruzei nio foram
obtidos valores de sinergismo relevantes, em associa¢do aos
antifiingicos utilizados (Fig. 3).

DISCUSSAO

Como j& foi apresentado anteriormente a atividade
antimicrobiana do fruto da Morinda Citrifolia L. nio
demonstrou resultados clinicamente relevantes perante os
micro-organismos testados. H4 relatos da atividade desta
espécie, contra bactérias como foi o estudo realizado por
Atkinson (1956). Este demonstrou que o extrato etandlico
do fruto da Morinda citrifolia L, inibiu o crescimento de certas
bactérias in vitro, tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC15442
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Figura 1. Resultado do teste para modificagdo da resisténcia bacteriana para Pseudomonas aeruginosa. Controle = antibiético sozinho. Extracto
= antibidtico associado ao extrato. *** valor significativo (p < 0,0001).

Escherichia coli ATCC 11105
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Figura 2. Resultado do teste para modificacdo da resisténcia bacteriana para Escherichia coli. Controle = antibidtico sozinho. Extrato = antibiético
associado ao extrato. **x valor significativo (p < 0,0001). ** valor significativo (p < 0,05).
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Candida krusei ATCC 2538
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Figura 3. Resultado do teste para modificagdo da resisténcia bacteriana para Candida krusei. Controle = antimicrobiano sozinho. Extrato =
antimicrobiano associado ao extrato. NS - valor ndo significativo (p > 0,05).

Salmonella e Shigella, entretanto este estudo foi realizado
através do método de difusio em disco e em altas
concentragdes.

Em experimentos mais recentes pelo método de
microdiluicdo em caldo foi observada a inibicdo pelo
extrato etandlico do fruto de Morinda citrifolia L., contra
Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Pseudomonas
diminuta, Enterobacter cloacae, S. aureus ATCC 6538, onde
foi demonstrada a atividade contra todas as cepas, nas
concentragdes entre 100 mg/mLa 50 mg/mL, concentragdes
estas, mais altas do que as analisadas no presente estudo
(Natheeretal., 2012).

H4 também o relato da atividade antibacteriana do
extrato hidroetandlico do fruto de Morinda citrifolia L., com
relevancia clinica, contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
com CIM menor que 1000 pg/ml. Um fator que pode
ter contribuido para a diferenca nos resultados obtidos
é fato do extrato desse estudo ser oriundo de plantas de
local diferente e consequentemente apresentar diferentes
constituintes da amostra desse estudo, além da preparacdo
e composi¢do do extrato ter sido diferente (Matos, 1997
Silva-Silveira et al., 2011).

Em relacdo a atividade antiflingica, hd um estudo
realizado por Goun et al. (2003), que mostra a agdo do
extrato do fruto puro de Morinda citrifolia L. contra Candida
albicans, onde houve inibi¢do do crescimento desse fungo

em concentragdes de 30 mg/mL e 40 mg/mL, pelo método
de microdilui¢do em caldo. Portanto, como pode ser visto,
esta sdo concentra¢des mais elevadas do que as utilizadas
nos ensaios do presente trabalho, justificando-se assim a
auséncia da atividade antifiingica relevante.

Entretanto, o resultado do presente estudo pode ser
considerado relevante, visto que o extrato etandlico do
fruto de Morinda citrifolia L. ndo causou danos celulares, ja
que ndo atual como um fungicida eficiente, como também
ndo antagonizou o afeito da droga antiflingica testada,
0 que nos remete a uma possivel baixa toxicidade do
produto, tornando sua aplicagdo ainda mais propicia como
melhorador do efeito de antibacterianos.

E conhecida a acdo sinérgica de produtos naturais
junto a antimicrobianos normalmente utilizados no
tratamento terapéutico, determinando uma diminui¢do
na sua CIM (Sousa et al., 2011; Figueredo et al., 2013).
Sabe-se que metabdlitos secunddrios como flavondides e
terpenos apresentaram a¢do antimicrobiana (Perruchon,
2002; Simoes et al., 2004). Assim como ja é conhecido
que flavonoides e alcaldides sdo potencializadores da
acdo antibidtica (Teffo et al., 2010; Araruna et al., 2012)
e sdo sintetizados por plantas em resposta a infec¢Ses
microbianas (Dixon et al., 1983; Ho et al., 2001), sendo
capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana
plasmatica das células bacterianas, facilitando a absor¢io
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das drogas (Tsuchiya et al., 1996; Matias et al., 2010b;
Figueredo etal., 2013).

Identificou-se no fruto da Morinda citrifolia L., diversos
componentes, principalmente aminodcidos, hidratos de
carbono redutores, antraquinonas, flavondides, esterdides,
triterpendides e alcaloides (Wang e Su, 2001). Assim como
foi demonstrada a presenca de triterpenos e fitoesteroides
em Morinda citrifolia L. (Rivera etal., 2011).

Portanto, a modificagdo do efeito do antibidtico contra
as bactérias mostrou-se clinicamente relevante contra E. coli
e P. aeroginosa, quando o extrato foi associado ao Imipenen,
Gentamicina e Amicacina. Efeitos estes, sio provavelmente
derivados dos metabélitos secunddrios contido na planta
utilizada neste estudo, e citados anteriormente, atuando
como modificadores da atividade antibacteriana. Nio
hd nenhum estudo associando o fruto desta planta a
antimicrobianos.

A habilidade que produtos naturais tém de modificar a
ac¢do de antimicrobianos pode ser vista a partir de estudos
que comprovam que associagdo de drogas sintéticas e
extratos de plantas podem atuar revertendo a resisténcia
microbiana, dificultado a bomba de efluxo ou modificando
parede celular bacteriana e a membrana celular (Coutinho
etal., 2009; Coutinho et al., 2010).

Na associagdo com a Oxacilina como apresentado
anteriormente, verificou-se o antagonismo. O antagonismo
é descrito por Saraiva (2012), como sendo resultado da
associagdo de uma droga a um extrato, onde o extrato
dificulta ou inibe a a¢do do farmaco. E de acordo com
Granowitz e Brown (2008), os efeitos antagbdnicos do
uso combinado entre antibiéticos podem ser atribuidos
a quelagdo mutua. O que pode justificar o resultado de
antagonismo observado.

Como descrito anteriormente na associagdo com
antifingicos, ndo foi obtido nenhum resultado significativo
da atividade modificadora sobre as drogas testadas.
Apesar de alguns trabalhos ja comprovarem resultados
sinérgicos de produtos naturais com antifiingicos (Santos
et al., 2012; Tintino et al., 2014), o efeito sinérgico desse
extrato com drogas antiflingicas ainda é pouco comum.
Isso pode ser relacionado ao fato que os fungos apresentam
varios mecanismos moleculares de resisténcia muito mais
variados e complexos que as bactérias, sendo resistentes a
essa associa¢do da droga ao produto natural (White et al.,
1998).

CONCLUSAO

O extrato de Morinda citrifolia L., apesar de ndo mostrar
atividade antimicrobiana clinicamente relevante sobre os
micro-organismos, apresentou resultados mais significativos
sobre efeito modulador das drogas testadas perante P.
aeroginosa ATCC 15442 e E. coli ATCC 11105. Entretanto
ndo apresentou nenhuma a¢do de potencializagio de
antifiingicos sobre a cepa fliingica. Portanto, sdo necessarios

estudos mais abrangentes sobre os compostos fitoquimicos
que estdo presentes nesta espécie, bem como novos estudos
in vitro e in vivo para evidenciar os mecanismos detalhados
pelos quais os metabdlitos secunddrios podem modificar a
atividade antibidtica.
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