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RESUMO

Objetivo: O presente estudo objetiva avaliar in vitro a acdo antibacteriana do extrato da G. hirsutum L. contra
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Métodos: Para a avaliagdo da atividade antibacteriana e
determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) utilizou-se a técnica de microdiluigdo em placa de 96
pocos. Em uma placa de 96 cavidades, foi adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato etandlico bruto em
estudo nas diferentes concentragdes. O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C
durante 24-48 horas. A CIM foi determinada como a menor concentragdo do extrato que inibir o crescimento
visivel do microorganismo. Apés a leitura da CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada pogo que nao
apresentar crescimento bacteriano, e transferidas para pocos de uma nova placa, desprovidas de qualquer
antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as
Concentrag8es Bactericidas Minimas (CBMs) foram registradas apos 48 h. A CBM foi definida como a menor
concentracdo do extrato que resultar em inibi¢cdo visivel do crescimento do microorganismo. Resultados:
Observou-se que o extrato em estudo apresentou CIMso para E. coli e K. pneumoniae, respectivamente, igual
a 1024 pg/mL e maior que 1024 pyg/mL e a CBMso da E. coli foi maior que 1024 ug/mL. Concluséo: Diante
dos resultados obtidos pode-se afirmar que o extrato possui efeito moderado antibacteriano frente as cepas
de K. peneumoniae e E. coli.

Palavras-chave: Microbiologia, Farmacologia, Fitoterapia.

ABSTRACT

Objective: The present study aims to evaluate the antibacterial action of the extract of G. hirsutum L. against
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Methods: For the evaluation of the antibacterial activity and
determination of MIC, the 96-well plate microdilution technique is used. In a 96-well plate, Mueller Hinton broth
and the crude ethanolic extract under study at different concentrations. The assay was performed in duplicate.
The plates were incubated at 37 ° C for 24-48 hours. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined as the lowest concentration of the extract that inhibited the visible growth of the microorganism.
After reading the MIC, aliquots of 20 yL were withdrawn from each well that did not show bacterial growth, and
transferred to wells of a new plaque, devoid of any antimicrobial. The inoculated plates were aseptically closed
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and incubated at 35 ° C, and the Minimum Bactericidal Concentrations (MBCs) were recorded after 48 h. MBC
was defined as the lowest extract concentration that results in visible inhibition of microorganism growth.
Results: It was observed that the extract under study had MIC of 1024 ug /mL and MBC50 greater than 1024
Mg / mL. Conclusion: In view of the obtained results it can be affirmed that the extract has a moderate
antibacterial effect against the strains of K. pneumoniae and E. coli.

Keywords: Microbiology, Farmacology, Phytotherapy.

RESUMEN

Obijetivo: El presente studio objetiva evaluar in vitro la accion antibacteriana del extracto de G. hirsutum L.
contra Escherichia coli y Klebsiella peneumoniae. Métodos: Para la evaluacion de la actividad antibacteriana
y determinacion de la CIM se utilizé la técnica de microdilucion en placa de 96 pocillos. En una placa de 96
cavidades, se afiadi6 caldo Mueller Hinton y el extracto etandlico bruto en estudio, en las diferentes
concentraciones. El ensayo se realizé en duplicado. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24-48 horas.
La Concentracion Minima de Inhibicion (CIM) fue determinada como la menor concentracion del extracto que
inhibe el crecimiento visible del microorganismo. Después de la lectura de la CIM, alicuotas de 20 ul fueron
retiradas de cada pocillo que no presentar crecimiento bacteriano, y transferidas a pozos de una nueva placa,
desprovistas de cualquier antimicrobiano. Las placas inoculadas se cerraron e incubadas a 35 ° C, y las
Concentraciones Bactericidas Minimas (CBM) se registraron después de 48 h. La CBM fue definida como la
menor concentracion del extracto que resulté en inhibicién visible del crecimiento del microorganismo.
Resultados: Se observé que el extracto en estudio presenté CIM50 para E. coli y K. pneumoniae,
respectivamente, igual a 1024 pg/ml y mayor que 1024 ug/mly la CBM50 de E. coli fue mayor que 1024 ug /
ml . Conclusidén: Ante los resultados obtenidos se puede afirmar que el extracto tiene efecto moderado
antibacteriano frente a las cepas de K. peneumoniae y E. coli.

Palabras clave: Microbiologia, Farmacologia, Fitoterapia.

INTRODUCAO

Plantas da Familia Malvaceae, a qual pertence a Gossypium hirsutum L., sdo usadas em comunidades
ribeirinhas do municipio de Manacapurl, Amazonas, no tratamento de inflamac¢des, pneumonia, cdlica, tosse
e gastrites (VASQUEZ et al.,2014).

Muitas espécies da familia Malvaceae estdo em estudo, diante do intenso uso da populagéo, podem ser
consideradas com grande potencial fitoterapico. Dentre os 250 géneros e 4200 espécies encontradas nessa
familia, encontramos aproximadamente 80 géneros e 400 espécies em solos brasileiros (AGEITEC, 2002).

Gossypium hirsutum L. conhecida como algodao pertence a familia Malvaceae é cultivada principalmente
para fornecimento de matéria prima para fins industriais. No Brasil a literatura etnofarmacol6gica refere seu
uso na forma de cha, preparado com as folhas no tratamento de disenteria, hemorragia uterina e também, o
emprego local das folhas como cicatrizante (LORENZI e MATOS, 2002).

Testes fitoquimicos na Gossypium hirsutum L. constataram a presenca de metabdlitos secundarios como
alcaloides, cumarinas, saponinas, flavanoides, triterpenos e taninos, que podem estar relacionados com a
atividade antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli (MIRANDA et al., 2013).

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo da familia Enterobacteriaceae, podendo ser encontrada
em trato respiratdrio alto e trato gastro-intestinal e urinario, causando pneumonia lobar e infec¢éo urinaria e
septicemia. E uma das bactérias mais comumente encontradas em todo o mundo, sendo comum em casos
de infeccdo do trato respiratério. Tem sido reconhecida como um patégeno pulmonar, desde a sua
descoberta, ha mais de 100 anos (KO et al., 2002).

Carvalho et al. (2017) sugerem relagdo entre a pneumonia nosocomial, que tem como causa a Klebsiella
pneumoniae, e a doenca periodontal, uma vez que a infec¢éo bacteriana em pacientes com periodontite pode
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favorecer a colonizacdo da orofaringe, perpetuando a infeccdo através de mediadores inflamatérios e
imunolégicos, facilitando assim a colonizacdo por patdégenos bucais e repiratérios nos tecidos pulmonares.

A Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, de oxidase negativa, catalase positiva,
fermentador de lactose, sacarose e glicose, pode apresentar motilidade. Esta espécie pode ser patogénica
ao homem e outros animais, ocasionando desde doencas no trato gastrointestinal até o 6bito (YNGST et al.,
2006; DWORKIN, FALKOW, ROSENBERG et al., 2006).

Sendo assim, este artigo tem como objetivo Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etanélico bruto
da Gossypium hirsutum L. contra contra Cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

METODOS
Ensaios in vitro
Substancias-teste

O extrato etandlico bruto da Gossypium hirsutum foi cedido pela professora Dra. Maria das Gracas Veloso
Marinho da Universidade Federal de Campina Grande. Para a realizacdo dos ensaios farmacoldgicos, as
substancias foram solubilizadas em DMSO e diluida em &gua destilada. A concentracdo de DMSO
(dimetilsulféxido) utilizada foi inferior a 0,1% v/v. O antimicrobiano utilizado na execu¢éo dos testes como
controle positivo foi o cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas bactérias Gram-negativas sendo elas: Escherichia coli ATCC 8539, Escherichia coli 101,
Escherichia coli 102, Escherichia coli 103, Escherichia coli 104, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiela
pneumoniae 101, Klebsiela pneumoniae 104, Klebsiela pneumoniae 105, provenientes do Laboratorio de
Microbiologia da Unidade Académica de Ciéncias Biologicas do Centro de Saude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande, campus Patos, Paraiba.

Todas as cepas se mantiveram em meio agar Muller Hinton a uma temperatura de 4 °C, sendo utilizados
para os ensaios repiques de 24 horas em Agar Muller Hinton incubados a 35 °C. No estudo da atividade
antimicrobiana sera utilizado um inéculo bacteriano de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND e SQUIRES, 1991; HADACEK e
GREGER, 2000).

Determinacédo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo (CLEELAND e
SQUIRES, 1991; HADACEK e GREGER, 2000). Foram utilizadas placas de 96 wells estéreis e com tampa.
Em cada well da placa, é adicionado 100 uL do meio liquido caldo Mueller Hinton duplamente concentrado.
Em seguida, 100 pyL da emulsdo do extrato na concentragado inicial de 1024 ug/mL (também duplamente
concentrado), foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo
seriada em raz&o de dois, obtiveram-se as concentragdes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 uyg/mL,
de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentragdo e na Ultima, a menor concentragao.
Por fim, foi adicionou-se 10 L do inéculo de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL das espécies bacterianas
nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa de bactéria, especificamente.

Paralelamente, foi feito o controle positivo com o antibacteriano cloranfenicol. Um controle de micro-
organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 yL do mesmo caldo Mueller Hinton duplamente
concentrado, 100 pL de agua destilada estéril e 10 yL do indculo de cada espécie. Para verificar a auséncia
de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO,
realizou-se um controle no qual foram colocados nas cavidades 100 pL do caldo duplamente concentrado,
100 uL de DMSO e 10uL da suspenséo bacteriana. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado,
onde colocou-se 200 pL do caldo Mueller Hinton em um orificio sem a suspensao das bactérias.
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As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 horas para ser realizada a
leitura. A CIM para o extrato e o antibacteriano foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano verificado nos orificios quando comparado com o crescimento controle.
Os experimentos foram realizados em duplicata.

Determinagdo da Concentragéo Bactericida Minima (CBM)

A concentragao bactericida minima (CBM) também foi determinada para as cepas de bactérias. Apos a
leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20 uL foram retiradas de cada pog¢o da placa de microtitulagdo que
ndo apresentaram crescimento bacteriano, e transferidas para po¢os de uma nova placa de microtitulagdo
contendo 100 yL de caldo Mueller Hinton, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas
foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs foram registradas apés 48 h. A CBM é
definida como a menor concentracdo do extrato que resultar em inibicdo visivel do crescimento do micro-
organismo (PALOMINO et. al, 2002; MANN, MARKHAM, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) em meio liquido foi determinada para o extrato etandlico bruto da
G. hirsutum L. nas diferentes concentracbes explicitadas na metodologia e determinada pela menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano, conforme apresentado nas Tabelas 1 e
2. Observou-se que os resultados do extrato para a maioria das cepas foram maiores que 1024 pg/mL.

A Concentracéo Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir da menor concentracdo do extrato que
resultou em inibig&o visivel do crescimento do microorganismo. De acordo com as Tabelas 1 e 2, observa-se
gue nenhuma cepa obteve valores iguais ou menor que 1024 ug/ml. Constatando resultado bacteriostatico
negativo para as concentragfes estudadas.

Tabela 1 — Concentragao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do
extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. contra diferentes cepas de E. coli.

Cepas E. coli CIM (pg/mL) CBM (ug/mL)
ATCC 8539 - -

Ec 101 1024 -

Ec 102 - -

Ec 103 - -

Ec 104 1024 -

(-) Concentragfes maiores que 1024 pg/mL, ndo avaliadas neste estudo. Fonte: autoria propria

Tabela 2 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentragéo bactericida minima (CBM) em pg/mL do
extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. contra diferentes cepas de K. pneumoniae.

Cepas K. penumoniae CIM (ug/mL) CBM (pg/mL)
K. pneumoniae ATCC 13883 - -
K. pneumoniae 101 1024 -

K. pneumoniae 104 - -

K. pneumoniae 105 - -

(-) Concentracdes maiores que 1024 ug/mL, ndo avaliadas neste estudo. Fonte: autoria prépria.,
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Testes fitoquimicos na Gossypium hirsutum L. constataram a presenca de metabdlitos secundarios,
compostos fendlicos, flavonoides, taninos, triterpenos, e esteréides que podem estar relacionados com a
atividade antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli. (MIRANDA et al.,, 2013).
Flavanoides séo bastante conhecidos pela forte atividade antioxidante, antiinflamatéria e antimicrobiana dos
compostos que a constituem. Triterpenos também possuem atividade antibacteriana, além da atividade
inseticida. (WESTON, MATHESIUS, 2013; CIMANGA, KAMBU, TONA, et al, 2002)

Segundo Sartoratto et al.(2004), os valores entre 50-500 pg/ml tem uma forte atividade, 600-1500 pg/ml
tem uma moderada atividade e os valores acima de 1500 pug/ml tem uma fraca atividade antibacteriana. Com
isso, 0 extrato etandélico da Gossypium hirsutum L. apresenta um poder inibit6rio de crescimento contra E. coli
e K. pneumoniae considerado como moderado, pois para ambas as bactérias, o valor da CIMspo (Concentracéo
Inibitéria Minima capaz de inibir 50% das cepas) foi maior que 1024 ug/mL.

Conforme Hafidh et al. (2011), para que um composto seja considerado bactericida ou bacteriostatico de
acordo com a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), esta deve ser igual ou duas vezes mais que a CIM
ou a CBM deve ser maior que duas vezes a CIM, respectivamente. Analisando os resultados da CBM pode-
se ver que o extrato da G. hirsutum L. ndo possui atividade bactericida contra espécies de E. coli e K.
pneumoniae , nas concentracdes estudadas, pois ambas CBMso (Concentragcéo Bactericida Minima capaz de
inibir 50% das cepas) foram maior do que 1024 pg/mL frente as cepas.

Bouzada et al. (2009), constatou resultado contra as bactérias K. pneumoniae e da E. coli com o extrato
metandlico da G. hirsutum L, em concentragdes maior que 1000 pg/mL. Ja Miranda et al. (2013), constatou
resultado negativo em diferentes graduacgdes alcodlicas do extrato da G. hirtutum L., contra E. coli.

Thian, Zang, Yang, et al, 2017, mostram o extrato das folhas da Abutilon theophrasti, também
pertencente a familia malvaceae, como alternativa antibidtica, uma vez que apresentou atividade bacteriana
significativa contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, tanto entre cepas padrdo como em cepas
clinicas isoladas.

Ajayi, Jonathan, Adewuy et al (2008) encontraram resultado bastante positivo na acdo antibacteriana do
6leo essencial da G. hirsutum L. contra a Klebsiella pneumoniae. Omojasola, Awe (2004), constatou atividade
antibacteriana do extrato das folhas de Anacardium occidentale e da Gossypium hirsutum |. contra
Staphylococcus aureus, E. coli e P. aeruginosa.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observou-se um moderado potencial antibacteriano do extrato etandlico
bruto da G. hirsutum L. contra a Escherichia coli e um fraco potencial antibacteriano contra a Klebsiella
peneumoniae, auxiliando futuramente no controle da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos ja
existentes. No entanto, mais estudos s@o necessarios para elucidar o mecanismo de acao deste extrato.
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