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RESUMO 

 

O fenômeno da resistência bacteriana está crescendo, tornando-se um problema 

de saúde pública global. Diante dessa situação, iniciou-se a busca por métodos 

alternativos de tratamento de doenças bacterianas multirresistentes com a 

utilização de compostos vegetais contendo peptídeos antimicrobianos. Os 

objetivos deste estudo foram avaliar a ação antimicrobiana dos extratos de 

Phasceulos vulgaris e Clitoria fairchildiana sobre Staphylococcus aureus, S. 

epidermidis, S. pseudintermedius e Escherichia coli. O ensaio de inibição foi 

realizado em microplaca, 24 horas a 37 ° C, sendo realizada leitura para 

verificação dos níveis de absorbância. Para avaliar o sinergismo, os extratos 

foram adicionados ao ágar após a semeadura da bactéria e, por fim, os 

antibióticos foram depositados sobre a bactéria em ágar. Na etapa de interação, 

os inóculos foram tratados com os extratos por 24 horas a 37%, a seguir 

semeados na placa Mueller Hinton e adicionados os antibióticos analisados. Os 

resultados de inibição do extrato de C. fairchildiana sobre Staphylococcus e E. 

coli, com o extrato de P. vulgaris, houve inibição com E. coli. Foi possível verificar 

sinergismo entre os extratos e antibióticos para os gram positivos e negativos 

analisados, bem como a interação dos antimicrobianos para bactérias tratadas 

com extratos vegetais de C. fairchildiana e P. vulgaris 

 

Palavras-chave:  extratos vegetais, bactérias, saúde pública. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The phenomenon of bacterial resistance is growing, becoming a global public 

health problem. In view of this situation, the search for alternative methods of 

treating multiresistant bacterial diseases was initiated with the use of plant 

compounds containing antimicrobial peptides. The objectives of this study were to 

evaluate the antimicrobial action of Phasceulos vulgaris and Clitoria fairchildiana 

extracts on Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. pseudintermedius and 

Escherichia coli. The inhibition assay was carried out in a microplate, 24 hours at 

37°C, reading was performed to verify the absorbance levels. To evaluate the 

synergism, the extracts were added to the agar after the bacteria were seeded and 

finally the antibiotics were deposited on the bacteria in agar. In the interaction 

evaluation stage, the inocula were treated with the extracts for 24 hours at 37%, 

then seeded on the Mueller Hinton plate and the analyzed antibiotics were added. 

The results showed inhibition of C. fairchildiana extract on Staphylococcus and E. 

coli, with the extract of P. vulgaris, there was inhibition with E. coli. It was possible 

to verify synergism between the extracts and antibiotics for the gram positive and 

negative analyzed, as well as the interaction of antimicrobials for bacteria treated 

with plant extracts of C. fairchildiana and P. vulgaris 

 

Key words:  plant extracts, bacteria, public health  
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1.0 Introdução 

A descoberta dos agentes antimicrobianos trouxe para a medicina, 

avanços importantes em saúde pública com a diminuição do número de 

mortes por infecções bacterianas. No entanto, há poucas décadas, uma 

situação distinta a essa, como o primeiro caso de resistência à penicilina foi 

testemunhada e por anos depois registrou- se novas bactérias patogênicas 

que não respondiam aos antibióticos usados (CHANG et al. 2013). 

 Mesmo possuindo todo o conhecimento sobre as causas desse 

fenômeno de resistência bacteriana como: os erros de procedimentos 

preventivos de infecções hospitalares, relativos aos cuidados de higiene 

hospitalar e prescrições excessivas de antibióticos, associadas à capacidade 

individual delas realizarem mutações genéticas, foi crescente o avanço 

desse processo (CARVALHO e GONTIJO 2008). E esse impacto gerado, foi 

sentido com o aumento das morbidades, mortalidades e maior duração nas 

internações, que acarretaram em elevados custos dos tratamentos 

hospitalares, culminando em um processo desafiador de saúde pública 

internacional, (PAIM e LORENZINI 2014) reconhecido pela Organização 

Mundial (OMS, 2012). 

Diante do quadro instalado de contínuo aparecimento de patógenos 

ameaçando a vida de humanos e animais, conduziu-se para uma 

necessidade urgente de novos compostos, já que os antibióticos antigos se 

tornaram não tão eficazes para alguns clones das atuais bactérias (CHANG 

et al. 2013). Assim uma acelerada busca por métodos alternativos, para o 

tratamento e prevenções de doenças causadas multirresistentes iniciou-se  

(BADKE et al., 2011; FEITOSA et al., 2011). 

Nessa caminhada descobriu-se que o reino vegetal é uma fonte 

importante de produtos naturais biologicamente ativos e que são usados 

tradicionalmente por diferentes populações de todo o mundo, para o controle 

de doenças e pragas (VEIGA Jr. et al., 2005; BALUNAS e KINGHORN, 

2005). Por tamanha biodiversidade, muitas ainda não tiveram qualquer 

avaliação científica do seu potencial e uso medicinal, o que estimula estudos 

para utiliza-las com segurança pela população (STEFANELLO et al., 2006).   
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Com o mesmo intuito esse trabalho selecionou extratos vegetais 

contendo peptídeos antimicrobianos para avaliação de suas ações 

antibacterianas contra bactérias de importância para a saúde pública. 
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2.0 Revisão de Literatura 

2.1 Resistência bacteriana 

A chamada ―ERA‖ dos antibióticos se iniciou no século 20 e 

caracterizou-se pela busca em desenvolver compostos direcionados a 

eliminar microrganismos bacterianos. Em 1910 Paul Ehrlich inovou o 

tratamento da sífilis com a arsfenamina. Mas foi após 18 anos desse fato 

inédito, que em 1928 Alexander Fleming em seu laboratório, descobriu a 

ação do fungo Penicillium notatum, sobre as bactérias Staphilococcus 

aureus, dando o primeiro passo para o movimento de descobertas de um 

antibiótico que salvaria milhões de pessoas em todo o mundo.   

A penicilina foi introduzida aos tratamentos clínicos para controle de 

doenças infecciosas em 1941 por Florey e Chain que continuaram com as 

pesquisas mesmo ela ainda não sendo uma droga totalmente purificada 

(SILVEIRA et al., 2006; SENGUPTA et al.  2013; TANG et al. 2014). Depois 

de muitos anos, através de técnicas de sequenciamento, outros antibióticos 

foram criados ao mesmo tempo desse processo revolucionário para a saúde 

da população mundial, surgiam às primeiras cepas bacterianas resistentes à 

penicilina (FAIR e TOR 2014).  

O fato de microrganismos não serem eliminados na presença de 

antibacterianos, se tornou um problema ainda maior com o passar do tempo, 

principalmente pelo uso indiscriminado dos antibióticos (WANG, 2015). A 

resistência bacteriana significa exatamente isso, a capacidade de um 

agente, resistir à ação de um ou mais compostos terapêuticos (ANVISA, 

2017).  E atualmente é apontada como uma grave ameaça à saúde humana 

a nível global (VIEIRA, 2017), pois causa aumento no número de mortes 

assim como de hospitalizações e torna os tratamentos mais longos e 

altamente custosos (FAIR e TOR 2014).  

Esse mecanismo de autoproteção pode ser adquirido pelas bactérias 

das seguintes maneiras: pela resistência intrínseca e adquirida, essa 

aparece através de mutações, transferência de genes por conjugação ou 

transformação, pelos transposons, integrons e até bacteriófagos (RICE et al.  

2003; RAGHUNATH, 2008). A intrínseca é a principal e mais complexa 

forma de resistência, por que é dependente de uma séria de relações como 

a impermeabilidade da célula bacteriana à molécula de antibiótico, de 
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características físicas e químicas e da presença de bombas de efluxo assim 

como as enzimas que inativem compostos dos antibióticos. Então, ela 

necessita de fatores genéticos, fenotípicos e funções metabólicas para que o 

processo possa acontecer (FERNANDEZ 2012; OLIVARES et al. 2013;  

PALMA et al. 2020). 

Essas características dos organismos em adquirirem resistências 

estão se perpetuando por eventos como a manutenção do uso de 

antimicrobianos de forma indevida, nos setores da medicina humana e 

principalmente na veterinária e a nível ambiental. Acentuada pela 

capacidade de disseminação desses mecanismos, pelos próprios 

microrganismos dentro desses eventos. (HOLMES  et al. 2016).  Sabe-se 

que na rotina médica em humanos a prescrição excessiva, desnecessária 

em doses e tempos indevidos é comum, somado aos diferentes e 

desnecessários protocolos terapêuticos nas unidades de terapia intensiva, 

que envolvem entre 30 a 60% dos casos de uso com antibióticos 

inapropriados (ESSACK e SARTORIUS, 2018). 

Na medicina veterinária o uso de antimicrobianos acontece desde, 

1948, mas foi em 1951 que o Food and Drug Administration (FDA) dos EUA 

aprovou como aditivo em baixas doses nas alimentações dos animais de  

rebanhos como de bovinos, peixes, aves e suínos.  Chamados de 

promotores de crescimentos os antibióticos conseguem manter a qualidade 

da microbiota intestinal boa, evitando a competição entre microrganismo da 

flora por nutrientes necessários e dessa forma reduzir a produção de 

compostos que afetam o crescimento do animal (GONZALES et al. 2012).  

A utilização desses antibióticos na veterinária, agricultura e indústria 

de alimentos de origem animal, superaram os da medicina humana 

(WALSH, 2018), que ao longo prazo, os mesmos antibióticos foram 

compartilhados nessas áreas consequentemente exerceram, uma pressão 

seletiva nas bactérias e reduziram a eficácia aos tratamentos da maioria dos 

antibióticos (AARESTRUP et al. 2008). O que a tornou uma das fontes 

significativas de compostos residuais no meio ambiente (TYLOVA et al., 

2010). 

 A aquicultura é um setor responsável por grande parte da produção 

de peixes que é consumida no mundo. E do mesmo modo que as criações 



15 
 

de produção intensiva e semi-intensivas terrestres causam estresse e maior 

incidência de doenças infecciosas aos animais, esse sistema aquático 

também sofre com perdas econômicas (ECDC, 2017). A fim de evitar esse 

problema, antibióticos são utilizados nas práticas de manejo e alimentação, 

como promotores de crescimentos e fins terapêuticos. No momento ainda 

não houve uma separação desses antibacterianos para uso exclusivo na 

aquicultura e esses estão simultaneamente destinados aos outros setores da 

medicina e veterinária elevando o início e difusão de microrganismos 

resistentes (SANTOS e RAMOS, 2018). E dessa forma, consequentemente, 

traços de resistências em elementos como alimentos e o ambiente (RYU et 

al.  2012 ; CABELLO et al. 2013). 

A Organização Mundial da Saúde selecionou as classes de 

antibióticos com maior importância na diminuição da eficácia desses 

compostos no tratamento de doenças em humanos, dentre elas estão as 

sulfonamidas, penicilinas, quinolonas e tetraciclinas (CABELO et al. 2013; 

AICH et al. 2018).  

Como fator incentivador desse processo, os animais de companhia 

também são responsáveis, apesar de toda a melhoria com a saúde, higiene 

e bem estar animal (ROWAN e KARTAL 2018).  O aumento do contato entre 

eles e os humanos, incentivou o aparecimento de resistência bacteriana, 

principalmente pelos Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 

(PENNA et al. 2021) S. schleiferi encontrados em dermatopatias e otopatias, 

assim como os S. pseudointermedius  isolado de cães e gatos. Enterococci 

resistente à vancomicina, Enterobacterias produtoras de carbapenemases e 

bactérias Gram-negativas beta-lactamase de espectro estendido chamadas 

de ESBL, responsáveis pela ameaça à saúde humana (POMBA et al. 2017). 

Associado esse efeito bacteriano de adquirir resistência, outras 

capacidades evolutivas de proteção foram imcoporadas. Elas conseguiram 

se comunicar e organizar em comunidades, de complexidades variadas e 

com poder de adesão a diferentes superfícies, dando origem a rede 

chamada de biofilme (KASNOWSKI et al. 2010). Esse fenômeno ocorreu de 

maneira natural, estruturado, ordenado e dinâmico, envolvendo etapas 

(ROZEN, et al. 2001; HALL-STOODLEY et al.2004) com o intuito de manter 

vivos e protegidos  os envolvidos nessa relação (KASNOWSKI et al. 2010).  
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Seu principal mecanismo de ação é seu poder de fixação e 

proliferação em diferentes superfícies como: sistemas hídricos, solos, 

instrumentos hospitalares, válvulas cardíacas, cateteres, feridas crônicas, 

tecido pulmonar, cavidades dentárias, epitélios, plásticos e aço inoxidável, 

que corresponde à primeira etapa com as ligações intercelulares que 

acontecem nas superfícies (DONLAN, 2001; LOPEZ; et al. 2010). O 

amadurecimento das relações microbiológicas é a segunda etapa, nela se 

observa replicação celular, formação de micro colônias e a comunicação 

entre as células (RUTHERFORD e BASSLER, 2012; TRENTIN et al. 2013).  

Que acontecem com a mesma ou diferentes espécies dando origem aos 

agregados celulares nas superfícies (STOODLEY et al. 2002).  

Toda essa união é estruturada, organizada e protegida por uma matriz 

extracelular, que determinará seu potencial de tolerância aos 

antimicrobianos (PARSEK; GREENBERG, 2005). Por último tem-se o efeito 

dispersor de indivíduos da comunidade que garante que novas bactérias 

colonizem novas áreas e todo o processo de formação de biofilme se reinicie 

(PARSEK e GREENBERG 2005), desempenhando um papel importante na 

constância de infecções e doenças crônicas em humanos (COSTERTON et 

al. 1999; STOODLEY et al. 2002). 

Conhecer esses mecanismos de proteção dos patógenos é 

necessário para tentar evitar esse acelerado movimento de resistência, e 

assim gerar estratégias de redução do uso de antibiótico, que se apresenta 

como principal motivo. Mas a ausência de interesse pelas indústrias 

farmacêuticas em lançar novos antimicrobianos é o segundo motivo, pois 

desde 2000 a introdução desses medicamentos apresentou-se de forma 

lenta. Então por décadas vem se usando os mesmos antibióticos, 

intensificando o processo de seleção bacteriana (LIMA et al.  2017). 

 

2.2 Bactérias de importância para a saúde pública  

As doenças infecciosas que são transmitidas entre animais e 

humanos, com participação ou não de vetores são chamadas de zoonoses. 

Dentre os agentes causadores de doenças em humanos existem mais ou 

menos 1500 onde 61% deles envolvem doenças zoonóticas de importância 

para a saúde pública (TAYLOR e LATHAM, 2001). No Brasil a primeira a ser 
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considerada zoonose foi a raiva por isso, em 1973 foi criado o primeiro  

Programa Nacional de Profilaxia da Raiva, com as participações da 

vigilância e notificação de casos em humanos e animais domésticos e 

silvestres (MORAES et al.  no prelo). 

 Outras doenças foram sendo estudadas, como o HIV que começou 

com sua transmissão entre o homem e animais, posteriormente se 

transformaram em cepas somente humanas. Surtos recorrentes de doenças 

infecciosas são comuns, como a doença do vírus ebola (OMS, 2021). Outro 

caso viral mais recente ainda em estudo é o novo corona vírus que teria sua 

origem de uma modificação de um vírus da família do corona vírus, com 

grande potencial, o COVID-19 foi capaz de causar uma pandemia (YOUNG 

e SIMPSON 2020).  

As doenças zoonóticas bacterianas recebem um atenção maior nesse 

contexto, por apresentarem uma vasta capacidade de transmissão (GLASER 

et al.1994) como: a transferência por mordidas e arranhões dos 

animais (ZAMBORI  et al. 2013), pela via alimentar através de produtos de 

origem animal contaminados, manuseio errado de alimentos em sua 

prepação  (TAUXE et al.1997). Além dos profissionais da saúde animal que 

estão em contato direto e podem se tornar portadores de bactérias 

zoonóticas e transmitir para outros humanos e animais (RASCALOU et al. 

2012). O ambiente como solo e água, também são fatores de risco e 

considerados grandes piscinas de genes de resistência que podem ser 

transferidos entres as bactérias e causarem doenças em humanas 

(SCHAUSS et al. 2009). 

 Entre as doenças infecciosas bacterianas de caráter zoonótico a 

salmonelose que é causada por bactérias pertencentes ao gênero 

Salmonella spp. (SANTOS et al., 2013), se encontram na lista das principais 

de importância para a medicina veterinária e para a saúde pública. Pois são 

frequentemente transmitidas por mamíferos, répteis e aves (RENCTAS, 

2014) e ocasionam perdas econômicas na produção animal e na 

comunidade (MOLINA et al., 2011).  

Assim, como exemplos de bactérias Gram-positivas estão os gêneros 

Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Streptococcus spp., e entre as 

Gram-negativas encontram-se as Pseudomonas spp. e Klebsiella spp., como 
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possíveis agentes causadores de afecções graves acarretando na morte de 

animais e grandes perdas econômicas na produção de alimentos. Essas 

manifestam um maior predomínio de resistência aos principais antibióticos 

de rotina clínica (GUIMARÃES et al. 2017; CORSINI  et al.2020; PALMA et 

al. 2020). 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococcaceae, 

representado por 33 espécies e 17 delas já isoladas em amostras biológicas. 

Essas bactérias se apresentam em formato de cocos isolados, pares, 

reunidos em cadeias curtas ou agrupados irregularmente. Não se 

locomovem e são aeróbios facultativos, além de serem produtoras da 

enzima coagulase (KONEMAN et al. 2001; CASSETTARI et al. 2005).  

Conhecidas como comensais, colonizam mucosas e narinas (OTTO, 2009), 

no entanto, algumas cepas são responsáveis por causar doenças 

infecciosas em humanos e animais domésticos (NORMANNO et al. 2007).  

Nestes são encontrados principalmente na pele e mucosas tornando-se 

causadores de doenças dermatológicas importantes (MILLER et al. 2013). 

O Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos em humanos 

(ALEGRE et al. 2016, MAGILL et al. 2018), frequentemente relacionado a 

infecções como: osteomielite, pneumonia, meningite, endocardite, 

intoxicação alimentar, afecções urinárias, sepses e síndrome do choque 

tóxico (BALABAN et al. 2000; KONEMAN et al. 2001), além de ser 

constantemente a espécie causadora de infecções  principalmente em 

berçários e unidades de terapia intensiva (UTIs)  (BALABAN et al. 1998; 

CAVALCANTI et al. 2005). 

  Pertence a microbiota da pele, intestinal e a sua colonização das 

fossas nasais é de grande importância, pois torna os indivíduos portadores 

assintomáticos, grandes veículos de contaminação do ambiente, por meio do 

mecanismo de infecções por contato (CARVALHO et al. 2005; CALVACANTI 

et. al.  2005; ALMEIDA et al. 2016).  

 Sua patogenicidade é acentuada por sua capacidade de produzir o 

biofilme, além da ação das toxinas e enzimas como a catalase, coagulase, 

hialuronidase, fibrinolisinas, lipases, fosfatases, que auxiliam para o aumento 

da virulência bacteriana (KONEMAN et al. 2001; APOLINÁRIO et al. 2021). 

No entanto, esses fatores não se encontram em todas as cepas (BALABAN 
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et al., 2000; KONEMAN et al. 2001). Assim como sua capacidade de 

resistência aos antibióticos, que tem sido adquiridas por meio de mutações 

ou aquisição de genes de resistência de outras bactérias da mesma espécie 

ou de outras distintas ( LIMA et al. 2005). 

Considerada internacionalmente como uma das bactérias mais 

envolvidas nas infecções associadas à pele, glândulas e mucosas de 

animais tornaram-se importantes na medicina veterinária (SILVA et al. 2017). 

Na produção de alimentos de origem animal como os cárneos destinados ao 

consumo, queijo bovino, leite e outros produtos (CUNY et al. 2010; DE 

BOER  et al. 2009) é constante a propagação e contaminação dos produtos 

e seus derivados com o Staphylococcus aureus, responsável por causar 

infecções alimentares (CRETENET et al. 2011; REIS et al. 2013), assim 

como a contaminação que acontece por manipuladores de alimentos 

(LAMBRECHTS et al. 2014; HO et al. 2015). Tornando-se fonte de prejuízo 

econômico na agropecuária e por causar doenças bacterianas na criação de 

gado, principalmente leiteiro, aves e suínos (COSTA, 2002).  

Por sua capacidade de integração e adaptação ao meio ambiente aos 

humanos e animais, somados a resistência os transformam em um grande 

problema de saúde pública (BARRERA-RIVAS et al. 2017).  

O Staphylococcus epidermidis pertence ao grupo de estafilococos 

com enzima coagulase negativa, que se difere do S. aureus por essa 

característica particular (KONEMAN et al. 2001; OTTO, 2009; ALNAKIP et 

al. 2019). Atualmente é considerado um importante agente oportunista e 

causador de afecções nosocomiais tornando-se o maior responsável por 

infecções sanguíneas, endocardite e osteomielite, além de infecções das 

vias urinárias (ANVISA, 2014; NNIS, 2004).  

Apresenta alta taxa de resistência aos antibióticos (OTTO, 2009) 

graças a sua capacidade de produção de biofilme e algumas cepas terem 

caráter hemolítico que lhes garante atividade neurotóxica, resposta 

inflamatória severa e capacidade de invadir tecidos dérmicos (GOGUEN et 

al. 1995). Somado a essas características, torna-se um reservatório de 

genes de resistência que são transferidos a outras bactérias, o que aumenta 

a importância de estudos sobre esta espécie (MA et al. 2002; OTTO, 2009). 
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O Staphylococcus pseudintermedius pertence à família 

Micrococcacea é indicado como o principal agente causador de afecções do 

trato urinário de pele e ouvido em pequenos animais (WEESE e VAN 

DUIJKEREN, 2010; BANNOEHR e GUARDABASSI, 2012; MILLER et al. 

2013). Gram-positivo em formato de cocos que se agrupam na forma de 

cachos de uva (BANNOEHR e GUARDABASSI, 2012). Colonizam 

normalmente a microbiota da pele e mucosa de animais, sendo mais 

encontrado nas regiões de: virilhas, região perianal, narinas e na cavidade 

oral de animais. Entretanto, em algumas situações favoráveis se torna uma 

bactéria oportunista, acarretando doenças como abscessos dermatológicos 

(WEESE e VAN DUIJKEREN, 2010). 

Essas situações são originadas por causas como as alergias, 

processo de disqueratinização, doenças hormonais como 

hiperadrenocorticismo e hipotireoidismo, que alteram as estruturas da pele e, 

por consequência, leva a um estado de infecção da pele (HINILICA, 2012; 

MILLER et al. 2013). 

Dentre as bactérias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa 

pertencente à família Pseudomonadaceae e ao gênero Pseudomonas 

compreendendo mais de 100 espécies. São bacilos aeróbios estritos, não 

fermentadores e a maioria apresenta motilidade através de um ou mais 

flagelos polares (TRABULSI et al.,1999; KONEMAN et al., 2001). Bactérias 

Gram-negativas dispõem de uma membrana externa que caracteriza como a 

primeira linha de defesa (NIKAIDO,1994). 

Possuem a capacidade de colonizar diferentes ambientes como solo, 

água, animais, e na medicina humana tornou-se um importante agente 

causador de infecções oportunistas em pacientes hospitalares, 

principalmente em indivíduos imunocomprometidos (PELLEGRINO et al. 

2002; FIGUEIREDO e MENDES et al. 2005; NICASTRO et al. 2009). 

Encontradas no trato respiratório, urinário e de feridas crônicas de pele 

(CHILDERS et al. 2013). 

Por apresentar diversos fatores de virulência, como os 

lipopolisacarideos, exotoxina A, aumento da viscosidade extracelular, 

proteases, fosfolipases e outras enzimas, ela se torna a maior bactéria de 

importância (KONEMAN et al. 2001).  Além do seu grande potencial de 
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produção de biofilme, que lhe confere maior resistência aos antibióticos 

CHILDERS, et al. 2013). 

A Escherichia coli são bacilos Gram-negativos, da família 

Enterobacteriacea, encontradas amplamente na natureza, habita intestinos 

humanos e dos animais, seja como membros da microbiota normal 

(TRABULSI, 1999), ou como algumas cepas que são patogênicas intestinais, 

que acarretam em gastroenterites e colites quando ingeridas em quantidade 

suficiente (KAPER et al. 2004 ). No entanto, existem sorotipos chamados de 

E. coli extra-intestinais, que podem causar infecções como sepses e 

meningites (CONCEIÇÃO, 2010).  

Também é considerada um dos principais agentes causadores de 

doenças transmitidas por alimentos no mundo (PINTO et al. 2004; OMS, 

2015) e são frequentemente isoladas em infecções ocorridas em unidades 

hospitalares (YOUSSEF, 2000) e entre idosos internados (ANNE  et al. 

1987). 

 

2.3 Plantas da Família Fabaceae 

2.3.1 Gênero Clitória 

A Clitoria fairchildiana é umas das plantas mais importantes dentre as 

lenhosas que são encontradas em diversos ecossistemas da Amazônia 

(DUCKE e BLACK, 1953). Pertence à família Fabaceae comuns em regiões 

tropicais da América do Sul e Caribe (SILVA, 2002; RANDO e SOUZA 2015) 

possui a maior diversidade de espécies, juntamente com a família das 

Orchidaceae que ficam em primeiro plano (FORZZA et al. 2010). 

É uma espécie muito usada na arborização urbana, como parques, 

jardins, estradas e zonas rurais, por proporcionar área de sombras. São 

frondosas em suas copas, possuem tamanho médio a grande, com flores 

violáceas muito atraentes (SILVA, 2008; COSTA, 2011).   
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Figura 1: Letra A Sombreiro adulto, Letra B  flora da Clitoria fairchildiana  
(Fonte: https://arvoresdaufmt.wixsite.com/campusbosques/clitoria-fairchildiana) 

 

As sementes apresentam formatos planos e convexos, revestidas por 

tegumento castanho esverdeado, seus cotilédones são livres e funcionam 

como estruturas de reserva, dessa forma são bem semelhantes às sementes 

das leguminosas. Os frutos são mais retilíneos ou curvos, longos, secos e de 

coloração castanho, quando maduros (COSTA et al. 2014). Ilustrados na 

figura 2 abaixo.  

 

 
Figura 2 : Representação do fruto maduro, letra C; sementes letra D de Clitoria      

fairchildiana; (Fonte: Google imagens). 

 

Sua madeira é pesada e de resistência mediana, por esse fator são 

muito usadas na construção de casas e realização de obras, confecções de 

brinquedos e caixotes (GUAJARÁ et al. 2003). Apresentam uma 

característica favorável, que é o rápido crescimento vegetal e assim podem 

http://www.klimanaturali.org/2011/06/sombreiro-clitoria-fairchildiana.html


23 
 

auxiliar em áreas de reflorestamento e recuperação de matas degradadas 

(LORENZI, 2008). Além de atuarem como adubo verde, fixando nitrogênio 

no solo (NOBRE et al. 2010) 

 

Figura 3 : Folha da Clitoria fairchildiana 
(Fonte: https://arvoresdaufmt.wixsite.com/campusbosques/clitoria-fairchildiana) 

 

Algumas plantas desse gênero são usadas na medicina popular como 

a Clitoria macrophylla, para o tratamento de dermatoses e a Clitoria ternatea, 

também chamada de cunha ou feijão borboleta, que possui flores azuis-

escuras ou brancas (ZAKARIA et al. 2018), muito usada como corante 

natural (MUHAMMAD EZZUDIN e RABETA, 2018), na alimentação humana 

e na nutrição de ruminantes, cobertura vegetal e ornamentação ( GUPTA et 

al. 2010).  

Dentre suas utilizações, as ações medicinais também são relatadas, 

principalmente após detectarem a presença de bioativos de efeito 

antiflamatórios que auxiliam em infecções pulmonares (SHYAMKUMAR e 

ISHWAR 2012), além atuarem como antidepressivos, ansiolíticos, 

anticonvulsivantes e antipiréticos (SANTOS et al. 2016; MELO et al. 2018).  

Essas ações terapêuticas foram presenciadas com os flavonoides, 

especialmente os rotenoides isolados da espécie C. fairchildiana, que 

expressaram atividades anti-inflamatória e citotóxica (SILVA, 2002, 

SHYAMKUMAR e ISHWAR 2012) e as descrições de suas propriedades 

biológicas incentivaram ainda mais a pesquisa da espécie (SILVA, 2002). 

Então, foi possível observar nas sementes de C. fairchildiana a presença de 

inibidores enzimáticos com efeitos antinutricionais sobre larvas de insetos, 

que causam perdas agrícolas (DANTZGER et al. 2015), e inibidor de 

https://arvoresdaufmt.wixsite.com/campusbosques/clitoria-fairchildiana)
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atividades enzimas digestivas das larvas do 4°estágio do mosquito Aedes 

aegypti, inseto de importância para saúde pública (OLIVEIRA et al. 2015). 

 

2.4 Planta do gênero Phaseolus 

Desse grande gênero é possível encontrar 55 espécies dentre elas a 

P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius que são 

comumente mais plantadas (DEBOUCK, 1993).  O Phaseolus vulgaris: 

pertence à Família das Fabaceae ou Leguminosae (SANTOS e 

GAVILANES, 2008) é conhecido popularmente como feijão carioca em todo 

território brasileiro e mundial. Considerado a primeira escolha no mercado, o 

que torna o Brasil um grande produtor e consumidor mundial com 2,8 

milhões de toneladas (FAO, 2015). 

 Em sua estrutura vegetal é possível verificar um sistema radicular 

desenvolvido e localizado superficial ao solo. O caule é formado por uma 

sucessão de nós e entrenós que manifesta pilosidade e coloração em alguns 

casos. Suas folhas são simples e opostas, também com pigmentação e 

pilosidade variadas. As flores estão dispostas em inflorescências racemosas, 

podendo ser brancas, róseas e violetas. Suas sementes são arredondadas 

ou elípticas, de tamanhos distintos e cores também (entre preto, bege, roxo, 

róseo, vermelho, marrom, amarelo e branco) sendo uniformes (cor primária) 

ou possuir estrias e manchas, apresentando brilho ou serem opacas (SILVA 

1999).  

No âmbito nutricional o feijão apresenta-se como uma boa e 

importante fonte de nutrientes proteicos como a lisina, carboidratos, fibras 

alimentares, complexos minerais, ferro e vitaminas B. Tornando-se uma 

alternativa alimentar, para a carne principalmente para a população de país 

em desenvolvimento (LIN et al. 2008; DORVINCILA et al. 2010).  
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Figura 4: Características morfológicas do Phaseolus vulgaris; Letra A: folhas e planta adulta; 
B: sementes e forma do legume; C: forma e cor dos frutos; D: Cor da flor.   

(Fonte: Phaseolus vulgaris Images google) 
 

Mesmo demonstrando 20 a 25% de proteínas em sua constituição, o 

feijão apresenta níveis inferiores de aminoácidos e uma alta resistência à 

proteólise. Isso acontece devido a grande parte proteica ficar armazenada 

na faseolina e lectinas. Essa é responsável pela presença da α-amilase 

fitohemaglutinina (PHA), que desempenham funções de diminuição da 

digestão protéica, alterações tóxicas intestinais, mas são capazes de 

atuarem em ações benéficas (MONTOYA et al. 2006).  

Assim como foi já encontrado na estrutura dos grãos do Phaseolus 

vulgaris, fibras inibitórias como a α-amilase, componentes que auxiliam na 

prevenção e melhora da diabetes mellitus tipo II (HELMSTÄDTER, 2010). 

Além da presença de defensinas como relato por Games et al. (2008), que 

isolou e a caracterizou com atividade antifúngica. Algumas leguminas são 

conhecidas por possuírem metabólitos que desempenham importantes 

funções no seu desenvolvimento, são eles os flavonoides os principais 

compostos fenólicos (AGUILERA et al. 2010). Que atuam na resistência ao 

estresse, apresentam ação antioxidante, quelante de íons e como moléculas 

sinalizadoras que podem estimular o crescimento e desenvolvimento celular 

(MIERZIAK et al. 2014; KHALID et al. 2019).  

 

http://tropical.theferns.info/image.php?id=Phaseolus+vulgaris
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2.5 Peptídeos antimicrobianos de origem vegetal  

Durante todo o momento um ecossistema sofre mudanças com seus 

indivíduos, que passam por modificações e alterações que contribuem para 

preservar suas características e evoluir de forma adaptada as situações de 

estresse ambientais que estão sendo expostas. Essas mudanças acontecem 

também com os vegetais, que conseguiram desenvolver um mecanismo de 

defesa bem efetivo, contra causadores de danos como as pragas, bactérias, 

fungos, parasitas e insetos (ISHAQ et al. 2019) 

Dentre essas ações, a criação de barreiras físicas, que evitam a 

penetração e disseminação de agentes, barreiras químicas para inibição de 

crescimento de patógenos, além de diferentes proteínas e compostos 

secundários que proporcionaram segurança são comuns (CAMPOS et 

al. 2018b). Algumas plantas com maiores alturas e tamanhos, possuem uma 

maior capacidade de defesa, principalmente contra efeitos físicos, químicos 

como poluentes e microrganismos patogênicos (STINTZI et al.1993). 

Essa rede protetora, se caracteriza com a liberação de compostos 

químicos como fitoalexinas, taninos, polifenólicos e proteínas relacionadas à 

patogênese, chamadas de RP, que foram observadas pela primeira vez, em 

folhas de tabaco, em resposta a infecção pelo vírus do mosaico do tabaco 

(SINHA et al. 2014; EBRAHIM et al. 2011). Além dessa propriedade antiviral, 

as plantas são capazes de liberar proteínas com ações antibacterianas, 

antifúngicas, antioxidantes e de inibição enzimática como chitinase e 

proteinase (SELS et al. 2008; SINHA et al. 2014).  

Do grupo de moléculas químicas defensoras, os peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) são comumente encontrados e fundamentais nas 

barreiras químicas (KULAEVA et al. 2020), são constituintes inatos do 

sistema imunológico de muitos seres vivos, desde microrganismos, animais 

até vegetais (ZASLOFF, 2019; KUMAR et al. 2018), proporcionando maior 

resistência contra agentes e patógenos externos (CAMPOS et al. 2018b).   

Esses são derivados de moléculas sintetizadas no ribossomo celular, 

a partir de uma proteína maior chamada de precursora, que por um processo 

de lise, modificações e pós-tradução dá origem a um peptídeo maduro (TAM 

et al. 2015) ou também podem ser gerados por sintetizadores de peptídeos 

não ribossômicos (MUKHERJEE et al. 2011; TYAGI et al. 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR62
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR94
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR145
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Dispõem de variações em suas arquiteturas, mas estão presentes 

componentes específicos e únicos que auxiliam no processo de identificação 

dos peptídeos (BROGDEN, 2005). Essa diferenciação pode acontecer 

principalmente através de modelos de suas estruturas secundárias, dividindo 

em três grupos esses AMPs: aqueles que adotam folhas-β, com 6 - 8 

cisteínas, que estabilizam com duas ou mais ligações dissulfeto;  peptídeos 

que não possuem cisteína que adquirem formas anfipáticas em α-hélice em 

presença da membrana do organismo alvo; peptídeos lineares ricos em 

triptofano, glicina, arginina, prolina e histidina (LEWIES et al. 2015). Ainda é 

possível encontrar alguns que não se enquadram nesses grupos e são 

chamados de AMPs circulares (VALE et al. 2014).  

Outra forma de diferenciá-los é pela presença de suas cargas 

elétricas, como aqueles portadores de carga negativa (aniônicos/PAMAs) e 

de carga positiva (catiônicos/ PAMCs). Estes, em pH fisiológico, conseguem 

se ligar à superfícies negativas das membranas dos microrganismos 

(OMARDIEN et al. 2016), formando um escudo químico, dificultando a ação 

de inimigos externos e proporcionando uma ação antimicrobiana (CAMPOS 

et al. 2018b). Dentre as características dos AMPs, o tamanho menor é uma 

delas, assim como a conformação e composição com 15 a 100 resíduos de 

aminoácidos (FOX, 2013).  

A taxa de moléculas hidrofóbicas em um peptídeo é chamada de 

hidrofobicidade e serve para diferenciá-los. Quando os valores estão 

elevados existem muitas moléculas hidrosolúveis nos peptídeos, os tornam 

solúveis em água e aumentam a capacidade de interação e permeabilidade 

das bicamadas lipídicas dos patógenos. Diferentemente da anfipacidade que 

também é usada para classificação em relação a regiões hidrofóbicas e 

hidrofílicas dos peptídeos, em relação a sua conformação espacial e o poder 

de interação com microrganismos (KUMAR et al. 2018).  

Através de suas propriedades particulares é possível entender os 

mecanismos de ação dos AMPs sobre os patógenos externos. A principal 

forma dos peptídeos antimicrobianos atuarem para destruir os agentes é 

pela permeabilidade da membrana, e com exceções eles conseguem matar 

os organismos, sem danificar as estruturas, apenas por atravessarem 

(LEWIES et al. 2015) as membranas celulares externa e interna de bactérias 
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Gram-negativas (BECHINGER e GORR, 2016) e por inibir atividades 

enzimáticas impossibilitando a síntese nucleica e proteica (SCOCCHI et al. 

2016). Todos os mecanismos de atuação dos AMPs ainda não foram 

esclarecidos, no entanto, acredita-se que grande parte envolve a ligação 

deles à superfícies das membranas, devido a sua estrutura anfipática, que 

permite a penetração na bicamada lipídica e formação de poros que se 

fecham rapidamente, mas permitem a entrada das moléculas na célula 

(SCOCCHI et al., 2016; CHEN et al. 2017). 

Dos peptídeos isolados dos animais, vegetais e microrganismos já 

foram relatados mais de 3.000 AMPs, dentre esses o grupo das plantas se 

tornou uma fonte rica e promissora por seus efeitos antimicrobianos contra 

patógenos humanos e dos próprios vegetais. Já foram descritos em quase 

todos os membros da família Rubiaceae e Violaceae, Curcubitaceae, 

Solanaceae e Poaceae e uma espécie da família Fabaceae, Clitoria ternatea 

(BURMAN et al. 2015;  POTH et al. 2011). E sua extração e produção 

podem ser realizadas a partir de diferentes composições das plantas como: 

as folhas, raízes, sementes, flores e caules (TAM et al. 2015; WANG et 

al. 2016). 

Os peptídeos vegetais possuem diferenciação em relação aos grupos 

de suas composições estruturais como: as defensinas, tioninas, proteínas 

transportadoras de lipídeos e os peptídeos circulares conhecidos como 

ciclotídeos, que possuem ampla atividade inibitória sobre diversos 

organismos dentre eles bactérias, fungos filamentosos e leveduras, 

protozoários, insetos e vírus ( OJEDA et al., 2019; ZASLOFF, 2019). 

Os ciclotídeos são produzidos pelas plantas e apresentam-se como 

moléculas aniônicas, pertencentes à família ciclotide. Possuem um tamanho 

maior com 28-37 aminoácidos ligados a uma coluna dorsal cíclica, composta 

por seis laços com 6 resíduos de cisteína cruzados e estabilizados por 3 

ligações de dissulfeto, chamados de nós cistinos cíclicos (PRÄNTING et 

al. 2010; PRABHU et al. 2014). Esse tipo de composição estrutural confere 

alta resistência aos ciclotídeos, sobre as ações de desnaturação química, 

térmica ou proteolítica, tornando-os potenciais agentes terapêuticos (MEHTA 

et al. 2020) antivirais (SANGPHUKIEO et al. 2015), e agentes 

antibacterianos (PRÄNTING et al. 2010).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR89
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR110
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Apresentam a capacidade de romper membranas, sendo esse um dos 

mecanismos de ação, onde a fosfatidiletanolamina é o seu principal alvo de 

atuação (HENRIQUES et al. 2012), realizando esse processo com alta 

especificidade e seletividade (CAMARERO e CAMPBELL,  2019; QIAN et al. 

2017). E desta forma, garantindo potencial biotecnológico como ação 

antibacteriana (FENSTERSEIFER et al. 2015; SLAZAK et al. 2018), 

inseticida (CRAIK, 2012),  moluscicida (PLAN et al. 2008) e anti-helmíntica 

(MALAGÓN et al. 2013) . 

Todas essas particularidades tornaram os peptídeos antimicrobianos 

um grupo mais visado em estudos para fins terapêuticos por estarem 

presentes e em maior quantidade na natureza (LEWIES et al. 2015). Se 

tornaram alternativas para os antibióticos usados em doenças causadas por 

bactérias resistentes em humanos, pela capacidade de interação com 

biofilmes bacterianos já que esses são moléculas aniônicas e os AMPs  são 

catiônicos (BHATTACHARJYA et al. 2009; HILCHIE et al. 2013). Outro fator 

importante é o poder de se ligar à superfícies bacterianas sem causar danos 

às membranas humanas, tornando-os mais seguros ao uso na medicina 

(ABOYE et al. 2015; KERENGA et al. 2019). E como alternativa futura e 

segura ao uso de antibióticos como promotores de crescimento, que 

acarretaram na seletividade de bactérias e contaminação dos produtos 

derivados e, consequentemente, os humanos (BEN et al. 2019). Os 

peptídedos podem ser adicionados a nutrição, pois não alteram 

características físicas ou químicas dos alimentos e garantem atividade 

antimicrobiana mesmo em concentrações menores (AHMED e 

HAMMAMI 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR70
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085091/#CR2
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3 Objetivos  

 3.1. Objetivos Gerais  

 
Avaliar a ação antimicrobiana dos extratos vegetais da folha de 

Phaseolus vulgaris e da folha de Clitoria fairchildiana, sobre as bactérias 

Gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e 

Staphylococcus pseudointermedius, assim como a Gram-negativa 

Escherichia coli, que se apresentam como grandes causadoras de doenças 

infecciosas graves na veterinária e em humanos.  

 

3.2. Objetivos Específicos  

 
 
- Avaliar a presença de atividade antibacteriana dos extratos vegetais da 

folha de Phaseolus vulgaris sobre bactérias Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus pseudointermedius e a 

Escherichia coli.  

 
- Avaliar a presença de atividade antibacteriana dos extratos vegetais da 

folha de Clitoria fairchildiana sobre bactérias Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus pseudointermedius e a 

Escherichia coli. 

  
- Verificar efeitos sinérgicos dos antibióticos amoxicilina com clavulanato, 

cefalotina, gentamicina, oxacilina e vancomicina, sobre as bactérias Gram-

positivas tratadas com os extratos da folha de Phaseolus vulgaris assim 

como verificar para o extrato da folha de Clitoria fairchildiana.  

 

- Verificar efeitos sinérgicos dos antibióticos amoxicilina com clavulanato, 

ciprofloxacino, gentamicina, tetraciclina e imipenem, sobre a bactéria Gram-

negativa, tratada com o extrato da folha de Phaseolus vulgaris, assim como 

verificar esse efeito sobre o extrato da folha de Clitoria fairchildiana. 
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4.0 Justificativa 

A utilização de forma descontrolada de antimicrobianos por décadas na 

medicina e na veterinária garantiu que microrganismos entrassem em 

contato direto com esses medicamentos que gerou uma pressão seletiva 

biológica de resistência. Dando origem ao fenômeno de bactérias 

resistentes, que se tornou uma ameaça à vida humana e dos animais 

(WANG, 2015).  

As atividades agropecuárias estão dentre as principais causadoras 

desse processo, sabe- se que o consumo proteico animal mundial é 

crescente e que até 2017 aumentou em 35% (MULDER, 2019). Esse fato 

representa toda a estimulação comercial no processo de produção animal 

para que toda a demanda futura seja atendida. Para que isso aconteça são 

usados antimicrobianos e praguicidas nas áreas de criação evitando a 

degradação de áreas nativas (SAATH e FACHINELLO, 2018), no entanto, 

contamina com seus resíduos os solos, águas e os alimentos produzidos, 

estimulando o aparecimento de microrganismos multirresistentes nesses 

ambientes (BASTOS et al. 2019; BRILHANTE  et al. 2019).  Assim como sua 

utilização prática no controle de doenças infecciosas e como promotores de 

crescimento na produção animal (MARSTON et al. 2016). 

Associado a essas atividades, fenômenos naturais também são 

responsáveis pela seleção microbiana. Como algumas mudanças climáticas 

que causaram destruição de áreas nativas e perda de suas biodiversidades, 

estimulando o aparecimento de agentes modificados evolutivamente e, 

consequentemente, doenças infecciosas emergentes como a, influenza 

aviária H1N1 e H5N1 (WALTNER TOEWS, 2017; WELBURN et al. 2015) e a 

COVID-19 que causaram pandemias mundiais (BONILLA-ALDANA et al. 

2020), calculando um gasto de 1 trilhão de dólares até 2015 com 11 milhões 

de mortes por esses microrganismos potentes (NGUYEN-VIET et al. 2017). 

Afim de, sanar ou amenizar, a ciência busca por desenvolvimento em 

alternativas com novas substâncias, que não sejam reconhecidas pelos 

mecanismos de defesas bacterianos e que apresentem distintas aplicações 

ao combate a infecções das cepas multirresistentes. O uso de peptídeos 

antimicrobianos isolados de vegetais o torna um grande promissor para 

superar essas adversidades, com estudos e conhecimento de suas 
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propriedades, criações de AMPs sintéticos, vão permitir o surgimento de 

novos compostos agronômicos e farmacológicos, que causem danos 

menores ao meio ambiente e à saúde dos usuários (CAMPOS et al. 2018b; 

PORTO et al. 2018). Garantindo a conservação da biodiversidade e 

ajudando a conter doenças infecciosas (WOOD et al. 2014).  

No entanto, essas tarefas além de serem extremamente desafiadoras 

são de suma importância devido à crescente emergência da situação e se 

faz necessária a cada dia. 

A Clitoria ternatea é uma espécie pertencente à família das Fabaceas, 

reconhecida por apresentar ciclopeptídeos de suas raízes, folhas, caules, 

sementes e flores (NYGUEM et al 2011; POTH et al., 2011a,b) e por fazer 

parte da lista de vegetais que auxiliam no tratamento da covid  (MAITY et al., 

2012). Propriedades antifúngicas também são relatadas (KAMILLA et al., 

2009; SHAHID et al., 2009) e essa espécie foi comparada pela escassez de 

trabalhos com a Clitória fairchildiana.  

Devido à raridade de pesquisas com essa espécie o trabalho buscou 

evidenciar, características inibitórias dessa leguminosa sobre bactérias de 

importância para saúde pública.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B110
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B111
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B59
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B59
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5.0 Material e Métodos 

5.1 Linhagem dos Microrganismos  

Para realização dos ensaios foram utilizadas a cepa da bactéria 

Gram-negativa Escherichia coli ATCC (25922) e Gram-positivas os 

Staphylococcus pseudointermedius ED99, Staphylococcus epidermidis 

ATCC (12228) não produtora de biofilme, Staphylococcus aureus resistente 

a meticilina ATCC (33591), todas pertencentes ao acervo do Laboratório de 

Sanidade Animal (LSA/CCTA/UENF), obtidas originalmente na Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e a cepa Staphylococcus pseudointermedius Edd 

99, gentilmente cedida pelo Professor Bruno Pena, da Universidade Federal 

Fluminense.  

5.2 Amostras testadas 

Para os ensaios foram utilizados extratos vegetais produzidos e 

gentilmente cedido pela Profa. Valdirene Gomes, com a colaboração da 

Doutoranda Milena Bellei Cherene, do Laboratório de Bioquímica e Fisiologia 

de Microrganismos (LFBM), do Centro de Biociências e Biotecnologia (CBB) 

da Universidade Estadual do Norte Fluminense. 

 

 Folha de Phaseolus vulgaris -  [  ] de proteína 5590 (µg/ml)  aquoso 

 Folha de Clitoria fairchildiana - [  ] de proteína 20060((µg/ml) aquoso 

 

5.3 Cultivo das Bactérias  

As bactérias usadas foram reativadas em placas de meio ágar 

sangue, acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado e incubadas 

em estufa por 24h a 37°C. Em seguida foram repassadas em placas de meio 

ágar Mueller Hinton e incubadas em estufa por 24h a 37°C.    

 

5.4 Ensaios de inibição de crescimento bacteriano com extratos 

vegetais por microdiluição. 

Nesse ensaio foram testados dois extratos contendo peptídeos, sobre 

as bactérias Gram-positivas e negativas selecionadas para avaliar a 

atividade dos extratos sobre o crescimento ou não dos microrganismos 

selecionados. Em microplacas de 96 poços, avaliou-se cada cepa frente aos 

extratos distintos incialmente. Para a realização desse ensaio foram 
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empregados métodos descritos pelo Manual Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2006) e Eloff, 1998, com modificações e todos os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

Os inóculos foram reativados para as placas em ágar Mueller Hinton, 

incubadas em estuda a 37°C por 24horas. As soluções foram produzidas a 

partir desses inóculos em tubos de vidro, contendo 2,0ml de solução salina 

(NaCl 0,85), homogeneizadas em agitador e ajustadas à turbidez de 0,5 na 

escala McFarland, equivalente a 1x10⁸ UFC/ml, segundo a leitura realizada 

pelo densitômetro Densimat. Em um tubo estéril com 10ml de caldo Mueller 

Hinton, foram adicionados 1111µl do inóculo preparado anteriormente e 

essa solução foi utilizada nos ensaios posteriores. 

O preenchimento da microplaca se deu da seguinte forma: 100µl de 

caldo Mueller Hinton depositados nos poços de controles negativos, nos 

positivos foram adicionadas alíquotas de 100µl da solução de inóculo final 

(meio + inóculos bacterianos). Nos poços considerados brancos foram 

depositados, caldo Mueller Hinton sem inóculo e adicionado os extratos nas 

quantidades e concentrações citados na tabela abaixo. 

 

  Tabela 1:  Diferentes concentrações dos extratos vegetais  testados.  

Extratos Vegetais 
[  ] inicial  

extrato 

[  ]  

extrato 

[  ] 

extrato 

[  ] 

extrato 

[  ] 

extrato 

Folha Phaseolus 

vulgaris 
800 µg/ml 400 µg/ml 200µg/ml 100µg/ml 

50µg/ml 

Folha Clitoria 

fairchildiana 
800 µg/ml 400 µg/ml 200µg/ml 100µg/ml 50µg/ml 

(Fonte: Costa, 2021) 

 

Por fim, os poços de fileiras seguintes que permaneceram vazios, 

foram preenchidos com alíquotas de 100µl de solução de inóculo final. Foi 

realizada então a diluição até 10-5 e no último poço 100µl foi descartado. A 

microplaca foi armazenada em estufa a 37°C, por um período de 24 horas. 

Um desenho esquemático da distribuição dos componentes do ensaio na 

microplaca de 96 poços pode ser visto na figura 5 abaixo. 
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Figura 5: Representação da distribuição dos componentes do ensaio na microplaca de 96 
poços.  (Fonte: Costa 2021). 

 

 

5.5 Leitura Espectrofotométrica   

Após o período de incubação de 24 horas em estufa a 37°C, as 

microplacas foram submetidas à leitura de absorbância de 570nm, pelo leitor 

Multiskan FC (Thermo Scientific – Uniscience, EUA).  O equipamento de 

leitura foi devidamente alocado em fluxo laminar para evitar contaminação 

dos testes nessa etapa de leitura. Os valores foram considerados para a 

confecção de gráficos que expressam a porcentagem de viabilidade dos 

microrganismos segundo Freire et al. (2018).  

 

5.6  Análise da viabilidade celular pela técnica de Spread-plate. 

5.6.1 Seleção dos micropoços  
Nessa avaliação foram selecionados os micropoços que apresentaram 

menor valor de absorbância na leitura em relação aos resultados do controle 

positivo de cada extrato analisado.  

A primeira etapa do ensaio foi a diluição seriada na razão de 1:10 da 

amostra em análise utilizando solução salina (NaCl 0,85%)  como diluente. 

 Primeiro transferiu-se com o auxilio de um micropipetador estéril, um 

volume de 25µl (0,25ml) do inóculo do micropoço escolhido, para um 

eppendorf estéril com 225µl (2,25ml) de solução salina (NaCl 0,85%) 

estéril identificado como 10-1.  
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 Em seguida o conteúdo foi gentilmente homogeneizado por agitação 

do tubo da diluição 10-1, e transferiu-se com um auxílio de um 

micropipetador estéril um volume de 25µl (0,25ml) para outro tubo 

com 225µl (2,25ml) de solução salina (NaCl 0,85%) estéril identificado 

como 10-2  .  

 Sucessivamente foi realizada a homogeneização por agitação do 

conteúdo do tubo da diluição 10-2, e transferido com um auxilio de um 

micropipetador estéril o volume de 25µl (0,25ml) para outro tubo com 

225µl (2,25ml) de solução salina (NaCl 0,85%) estéril identificado 

como 10-3 

O procedimento de diluição seriado foi realizado até alcançar o resultado no 

tubo de diluição 10-10 e assim, da mesma forma foram realizados os mesmos 

procedimentos para os controles positivos, negativos e todos em triplicatas. 

 

5.6.2 Etapa do plaqueamento  

Foram confeccionadas as placas do controle positivo, negativo e de todas as 

diluições até a 10-10 em triplicata e seguiu a seguintes etapas:  

 As 10 placas de Petri de ágar Mueller Hinton foram enumeradas para 

a contagem de colônias. Em seguida homogeneizados por agitação 

o conteúdo dos tubos das diluições 10-1 à 10-10. 

 Com um micropipetador estéril foi retirada alíquota de 100µl (0,1 ml) 

da diluição10-1 e cuidadosamente depositada no centro de uma 

placa, contendo agar Mueller Hinton.  

  Com o uso de alça de Drigalski que estava imersa em álcool e 

flambada e esfriada, o material com o inóculo na placa foi espalhado 

por toda a superfície do agar de maneira uniforme, realizando 

movimentos em três direções como indicado na figura 6 abaixo, até a 

amostra secar completamente. 

 

Posteriormente, as placas foram incubadas na estufa a 37ºC por 24 

horas e por fim realizada a contagem do número de colônias em cada placa, 

determinando o número de bactérias em UFC/mL. O processo foi repetido 

em todas as diluições como mostra à figura 7 a abaixo. As placas foram 
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mantidas vedadas e a alça de Drigalski mantida imersa em álcool, durante 

todo o procedimento experimental.  

Figura 6: Representação esquemática das etapas da técnica de plaqueamento. 

(Fonte: Costa, 2021) 

 

5.7 Avaliação da interação de extratos, antibióticos e bactérias em ágar.  

Nessa etapa foram testados os extratos da folha de Phaseolus 

vulgaris e da folha de Clitoria fairchildiana.  Foram selecionados dentre os 

microrganismos anteriormente usados, o S. aureus e E. coli para os 

próximos ensaios. Os antibióticos foram testados de acordo com as 

instruções do CLSI (2012) para Gram-positivas e Gram-negativas, com 

intuito de verificar possíveis efeitos sinérgicos entre os produtos testados 

(SANTURIO et al. 2007). 
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Para a preparação da primeira etapa o ágar Mueller Hinton foi 

preparado e esfriado a uma temperatura de 40°, medido por termômetro. Em 

cada placa foi adicionado 20µl (200µg) do extrato de C. fairchildiana com 

1980µl de ágar resfriado e levemente agitados para haver a 

homogeneização dos conteúdos.  O mesmo foi realizado para o extrato de 

P. vulgaris, para as duas bactérias citadas anteriormente. 

Os inóculos foram previamente preparados com bactérias isoladas e 

inoculadas em solução salina estéril (NaCl a 0,85%) e ajustadas quanto a 

sua concentração celular por mililitro, com auxílio da leitura no fotômetro 

(Densimat, bioMérieux), alcançando o valor de 0,5 na escala de McFarland, 

que corresponde a aproximadamente 1x108 UFC/ml. Em seguida, com 

auxílio de um swab estéril embebido nessa solução, a placa preparada com 

o extrato foi semeada em sua superfície com as bactérias selecionadas, 

segundo, Nascimento et al., (2007) com adaptações.  

Após o período de secagem foram acomodados sobre o ágar de 

forma organizada e espaçada os discos de antibióticos utilizados na rotina 

para S. aureus a amoxilina + ácido clavulânico, gentamicina, oxacilina, 

cefalotina e vancomicina. Para a Escherichia coli foram usados a amoxilina + 

ácido clavulânico, gentamicina, imipenem, ciprofloxacino e tetraciclina. 

Foram preparados como controles positivos os antibiogramas com os 

mesmos antibióticos analisados, para a bactéria Gram-positiva e para a 

Gram-negativa.  

Ao final as placas foram incubadas por mais 24h a 37°C e após este 

período, foram medidos os halos formados com auxilio de um paquímetro 

digital (Mitutoyo, Brasil), e os resultados em triplicata, foram comparados aos 

valores dos controles positivos e analisados pela metodologia estatística de 

Anova.  
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Figura7: Representação esquemática das etapas do teste de avaliação de 

sinergismo dos antibióticos em bactérias tratadas com os extratos vegetais. (Fonte:Costa 

2021) 

 

5.8 Avaliação de interação dos antibióticos em bactérias tratadas com os 

extratos vegetais.  

Foram preparadas as soluções de Staphylococcus aureus e a 

Escherichia coli. ajustadas à turbidez de 0,5 na escala McFarland, 

equivalente a 1,5 x 108 CFU/ml. Para o teste com o extrato de C. farchildiana 

os tubos de vidro foram preenchidos com 1980µL de caldo Mueller Hinton e 

adicionados 100µl de inóculo previamente preparado e mais o extrato nas 

concentrações de 200µg/ml. Também foram testadas nas concentrações de 

400µg/ml e 800µg/ml com ajustes da quantidade dos meios para que o 

volume final do frasco correspondesse a 2000µl.  

Para os testes com o extrato de Phaseolus vulgaris foram colocados 

1930µl de caldo Mueller Hinton com 100µl de inóculo e mais o extrato na 

concentração inicial de 200µg/ml, 400µg/ml e 800µg/ml, com ajustes da 

quantidade dos meios para que o volume final do frasco correspondesse a 

2000µl. Para controle positivo foram usados ágar com inóculos e para 

controle negativo foram tubos contendo ágar e apenas de extratos 

incubados a 37 °C por 24h em estufa, assim como os tubos de tratamento 

analisados.   



40 
 

Após este período, alíquotas de 100µL foram retiradas dos tubos 

controles e tratamento, transferidas para as placas de ágar Mueller Hinton e 

foram semeadas com auxilio de swabs estéreis.  Em seguida os discos de 

antibióticos utilizados na rotina clínica, para Gram-positivas como amoxilina 

+ ácido clavulânico, gentamicina, oxacilina, cefalotina e vancomicina e para 

as Gram-negativas usou-se a amoxilina + ácido clavulânico, gentamicina, 

imipenem, ciprofloxacino e tetraciclina, foram acomodados sobre o ágar de 

forma equidistante. 

Por fim as placas foram incubadas novamente por mais 24h a 37°C e 

após este período os halos formados foram medidos com auxilio de um 

paquímetro digital (CLSI, 2017) ilustrados na figura abaixo. Foram seguidos 

os mesmo protocolos em triplicatas e os resultados foram comparados aos 

controles e analisados pela metodologia estatística. A técnica foi utilizada 

como Abrantes, (2017) e COSTA et al. (2010) com modificações. 

 

 

Figura 8: Representação esquemática das etapas do teste de avaliação da interação dos 

antibióticos em bactérias tratadas com os extratos vegetais (Fonte: Costa, 2021). 
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5.9  Atividade Hemolítica  

A atividade hemolítica dos extratos de Phaseolus vulgaris  e Clitoria 

fairchildiana testados, foi determinada pelo método de difusão em ágar 

contendo sangue desfibrinado de carneiro. Preparou-se o ágar BHA na 

proporção de 200ml para cada 100ml de sangue e as placas, foram 

confeccionadas com 20 ml do ágar. Após 24 horas para verificação de 

contaminação, foram realizadas 4 perfurações formando os poços de 5mm 

de diâmetro e a cada poço foram adicionados concentrações distintas de 

200µg/ml; 400µg/ml; 600µg/ml; 800µg/ml para serem avaliadas. Após o 

período de 24h em estufa à 37°C, foram verificados a presença ou não de 

hemólise. Todo o experimento foi realizado em triplicata.   
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6.0  Resultados  

6.1 Teste de inibição de crescimento bacteriano em microplaca com 

extratos vegetais de Phaseolus vulgaris e Clitoria fairchildiana  

Essa etapa foi realizada pelo método de microdiluição em placa de 96 

poços, o material foi incubado por 24h em temperatura de 37°C e realizada a 

leitura pelo espectrofotômetro, para verificar a absorbância de cada extrato 

sobre as bactérias analisadas.  

Inicialmente foram testadas as Gram-positivas como o S. epidermidis 

ATCC (12228), S. aureus ATCC (25923) e S. pseudointermedius Ed99, e 

como representante das Gram-negativas a Escherichia coli ATCC (25922). 

Todos os ensaios nas microplacas foram realizados com os dois extratos 

vegetais com concentrações iniciais de 800µg/ml e todos em triplicata. Na 

verificação da ação antibacteriana do extrato da folha de Phaseolus vulgaris 

sobre o S. epidermidis ATCC (12228), não foi possível observar resultados 

de inibição, pois os valores de leitura de absorbância não foram menores 

que o do controle positivo, independente das concentrações testadas. O 

assim como mostra o gráfico 1  abaixo. 

 

Gráfico 1: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de  
Phaseolus vulgaris sobre o Staphylococcus epidermidis.  (Fonte: Costa 2021) 

 

Assim como foi observado com o extrato de Clitoria fairchildiana sobre 
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valor do controle, não houve inibição dentre as cincos concentrações de 

extratos estadas (gráfico 2). 

 

Gráfico 2: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de Clitoria 
fairchildiana sobre o Staphylococcus epidermidis.(Fonte: Costa 2021) 

 
 

Na análise dos resultados para a bactéria S pseudintermedius Ed99 

com o extrato da folha de Phaseolus vulgaris, não houve inibição de 

crescimento bacteriano, em nenhuma das cinco concentrações testadas, 

pela leitura de absorbância (gráfico 3).  

Gráfico 3: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de  

Phaseolus vulgaris sobre o Staphylococcus pseudintermedius.(Fonte: Costa 2021) 
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Como resultado da atuação do extrato da folha de Clitoria fairchildiana 

sobre o S. pseudintermedius Ed99, detectou-se que nas concentrações de 

100ug/ml e 200ug/ml, foi possível verificar discreta ação antimicrobiana, mas 

não à nível de significância estatística, como mostra o gráfico 4 abaixo. 

Gráfico 4: Valores de absorbância em diferente concentrações do extrato de 

Clítória farchildiana sobre o Staphylococcus pseudintermedius. (Fonte: Costa, 2021) 
 
 

Os dados obtidos no teste com o S. aureus sobre efeito do extrato de 

P vulgaris, não foi possível verificar inibição bacteriano (gráfico 5).  

 

Gráfico 5: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de 
Phaseolus vulgaris sobre o Staphylococcus aureus. (Fonte: Costa, 2021)  
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Ao contrário do observado com o extrato de Clitoria fairchildiana que 

mostrou valores de absorbância menores que os controles, nas 

concentrações de 400ug/ml e 800 ug/ml mostrando se eficaz na inibição do 

crescimento bacteriano. 

 

Gráfico 6: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de 
Clítoria farchildiana sobre o Staphylococcus aureus (Fonte: Costa, 2021). 

 
 

Para o teste com a E. coli, resultados satisfatórios sobre ação do 

extrato da folha de Phaseolus vulgaris foi constatado na  concentração de 

800µg/ml, que foi possível inibir o crescimento bacteriano, que apresentou 

valores menores comparado aos do controle positivo, como mostra o gráfico 

7 abaixo.  

Para o extratado de Clitoria fairchildiana também foi observado que  

na concentração de 800µg/ml, houve inibição do crescimento, como mostra 

o gráfico 8 abaixo. Nas outras concentrações não foi possível verificar essa 

atividade. 
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Gráfico 7: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de Phaseolus 
vulgaris sobre a Escherichia coli. (Fonte: Costa, 2021) 

 
 

 
 

Gráfico 8: Valores de absorbância em diferentes concentrações do extrato de  
Clitoria farchildiana sobre o Escherichia coli.  (Fonte: Costa, 2021) 
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6.2 Resultados do teste de viabilidade celular  
 

Os poços dos testes que apresentaram menores valores na leitura de 

absorbância foram escolhidos para realizar a etapa de verificação de 

viabilidade celular. A análise foi realizada pela técnica de microdiluições e o 

plaqueamento aconteceu depois de 24h de incubação em estufa a 37ºC e 

após o crescimento das colônias, realizada a contagem. O plaqueamento foi 

feito em triplicata, e os valores são uma média das colônias das três placas 

comparadas ao controle positivo. Os dados deste experimento estão em 

consonância com os resultados do ensaio de inibição das microplacas de 96 

poços. 

 

Tabela 2: Resultado da viabilidade celular, pelas médias dos valores de contagem das 

colônias, comparadas as médias do controle positivo. 

Microrganismos Microdiluição Média C+ Média PE UFC/ml 

Staphylococcus 

epidermitis 
10-7 255 333 3,3 x10-8 

Staphylococcus 

pseudointermedius 
10-7 259 266 2,6x10-7 

Staphylococcus 

aureus 
10-7 237 51 1,3x10-6 

Escherichia coli 10-7 >300 230 6,2x10-6 

(Fonte: Costa 2021) 

Legenda da tabela 2: C+: Média do controle positivo; PE média do poço 

escolhido  

 

6.3 Avaliação da interação de extratos de Phaseulos vulgaris e Clitoria 

fairchildiana com antibióticos sobre bactérias em ágar  

As interações dos extratos testados e os antibióticos comerciais foram 

verificados, com o intuito de avaliar a capacidade dos extratos em aprimorar 

os efeitos destes medicamentos.  

No resultado com a bactéria S. aureus no teste de interação com o 

extrato de Clitoria fairchildiana, foi possível verificar aumento discreto no 

tamanho dos halos de inibição dos cincos antibióticos testados, comparados 
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aos valores do controle, caracterizando um possível sinergismo entre eles.  

No teste com o extrato vegetal da folha de Phaseolus vulgaris, essa 

interação foi possível com quase todos os antibióticos testados, com 

exceção da gentamicina tiveram diferenças em seus valores de halos, como 

mostra a tabela 3 abaixo. 

 

Tabela 3: Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos 
antibióticos controles com as médias dos extratos de Clitoria fairchildiana 
(C.F) e Phaseolus vulgaris (P.V), com a bactéria Staphylococcus aureus. 

  (Fonte:Costa 2021) 

Em relação ao resultado do teste com a cepa bacteriana de E. coli 

ATCC (25922), foi possível observar discretas diferenças entre as médias 

dos halos de inibição dos tratamentos com os controles. No entanto, com o 

extrato de Clitoria fairchildiana, observamos que os antibióticos 

ciprofloxacino, gentamicina, imipenem e tetraciclina tiveram seus halos 

aumentados, demostrando interação entres eles, porém a amoxicilina com 

clavulanato não interagiu da mesma forma.  

 Para o tratamento da mesma bactéria com o extrato da folha de 

Phaseolus vulgaris, os antibióticos: gentamicina, imipenem e a tetraciclina 

também foram capazes de interagir, com aumento das médias das medidas 

dos halos de inibição, apresentando melhores resultados comparados a 

atuação da amoxicilina com clavulanato e do ciprofloxacino que não 

obtiveram esses resultados de estimulação, como mostra a tabela 4 abaixo. 

Os dados não foram significativos para a estatística.  

 

 

Microrganismo 

Staphylococcus aureus 

Antibióticos  Controle [  ]200µg/ml C.F  [  ]200µg/ml P.V 

       AMC  38,01 40,05  40,57 

CFL  42,23 45,00  44,50 

GEN  21,10 23,60  20,73 

OXA  22,53 24,52  23,50 

VAN  25,51 26,64  28,80 
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Tabela 4: Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos 
antibióticos controles com as médias dos extratos de Clitoria fairchildiana 
(C.F) e Phaseolus vulgaris (P.V), com a bactéria Escherichia coli 

  (Fonte:Costa 2021) 

 

6.4 Resultados da avaliação de interação dos antibióticos com 
bactérias tratadas com os extratos vegetais de Phaseolus vulgaris e 
Clitoria fairchildiana. 
 

Nessa etapa as bactérias passaram por um processo de tratamento 

com os extratos por 24 horas em estufas à 37°C e depois foram depositadas 

em placas de Petri e posteriormente adicionados os discos dos antibióticos 

referentes as bactérias a serem testada. Dentre os resultados encontrados, 

do antibiograma padrão a cepa S. aureus ATCC (25923), apresentou 

sensibilidade a todos os cinco antibióticos testados.  

Em relação aos ensaios do extrato de Clitoria fairchildiana com três 

diferentes concentrações e a cepa S. aureus, obteve-se como resultado um 

aumento das medidas dos halos de inibição, principalmente nos antibióticos: 

amoxicilina com clavulanato, gentamicina e vancomicina nas três 

concentrações testadas (calculada a média), havendo interação, mas não há 

nível de significância estatística. O antibiótico oxacilina apresentou menor 

valor de diferença entre as médias, mas teve efeito potencializado com o 

extrato. A cefalotina não demonstrou mudanças em suas médias, mostrando 

um efeito contrário do esperado, como mostra os dados na tabela 5 abaixo. 

 
 

Microrganismo 

Escherichia coli 

Antibióticos Controle [  ] 200µg/ml C.F  [  ]200µg/ml P.V 

Amoxicilina + 

clavulanato 

27,10 26,54  26,41 

Ciprofloxacin

o 

37,04 40,00  36,2 

Gentamicina 24,10 25,57  25,39 

Imipenem 36,69 38,96  37,50 

Tetraciclina 31,57 33,59  32,53 
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Tabela 5: Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos 
antibióticos controles com as médias das concentrações do extrato de 
Clitoria fairchildiana com a bactéria Staphylococcus  aureus 

Antibióticos Médias das [ 
] controle 

Médias das [ ] C.F 
200µg/ml-400µg/ml- 800µg/ml 

Amoxicilina 

+clavulanato 
25,64 29,56 

Cefalotina 40,05 22,54 

Gentamicina 25,64 35,01 

Oxacilina 17,77 18,30 

Vancomicina 20,15 24,97 

(Fonte: Costa 2021) 

Para o teste com S. aureus e o extrato de Phaseulos vulgaris 

encontrou um aumento das médias dos halos de inibição, caracterizando um 

efeito sinérgico com os antibióticos: amoxicilina com clavulanato, oxacilina e 

vancomicina nas três concentrações (calculada a média). No entanto, não 

houve essa mesma interação positiva com cefalotina e gentamicina 

representada por médias inferiores as do controle, como mostra a tabela 6 

abaixo. 

 

Tabela 6: Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos antibióticos 
controles com as médias das concentrações do extrato de Phaseolus vulgaris 

com a bactéria Staphylococcus  aureus 

Antibióticos Médias das [   ] 
controle 

Médias das [   ] P.V 
200µg/ml- 400µg/ml- 800µg/ml 

Amoxicicilina 

+ clavulanato 
25,64 29,08 

Cefalotina 40,05 27,77 

Gentamicina 25,64 21,85 

Oxacilina 17,77 19,48 

Vancomicina 20,15 23,94 

(Fonte: Costa 2021) 
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Dentre os valores encontrados do antibiograma padrão da Escherichia 

coli ATCC (25922), verificou-se sensibilidade a todos os cincos antibióticos 

testados.  

Em relação aos resultados das médias dos halos de inibição dos 

antimicrobianos sobre a bactéria E. coli tratada com o extrato de Clitoria 

fairchildiana, detectou-se aumento das medidas dos halos de inibição dos 

seguintes antibióticos: amoxicilina + clavulanato obteve resultados com o 

observado na gentamicina. Resultado oposto ao imipenem, ciprofloxacino e 

tetraciclina que não interagiram de forma esperada, ou seja, a aumentar a 

atividade dos antibióticos quando associados ao extrato de Clitoria 

fairchildiana, mas não a nível de significância estatística, como mostra a 

tabela 7 abaixo. 

 

Tabela 7: Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos antibióticos 
controles com as médias das concentrações do extrato de Clitoria 
fairchildiana, com a bactéria Escherichia coli. 

Antibióticos Médias das [   ] 
controle 

Médias das [   ] C.F 
200µg/ml-400µg/ml-800µg/ml 

Amoxicilina + 

clavulanato 
24,81 26,82 

Ciprofloxacinio 34,29 27,23 

Gentamicina 20,49 25,44 

Imipenem 27,45 25,84 

Tetraciclina 28,13 25,26 

 (Fonte: Costa 2021) 
 

Dos resultados do teste da E. coli com o extrato de Phaseolus vulgais 

observamos que os antibióticos ciprofloxacino e o impenem demonstraram 

aumento dos halos, conferindo interação entre eles. Para os outros 

antibióticos testados como a amoxicilina com clavulanato, gentamicina e 

tetraciclina houve efeito contrário, com diminuição dos valores de inibição, 

caracterizando um efeito não sinérgico com o extrato (tabela 8) 
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Tabela 8:  Médias das medidas dos halos (em mm) de inibição dos antibióticos 
controles com as médias das concentrações do extrato de Phaseulos vulgaris, 
com a bactéria Escherichia coli. 

Antibióticos Médias das [   ] 
controle 

Médias das [   ] P.V 
200µg/ml-400µg/ml-800µg/ml 

Amoxicilina+ 

clavulanato 
24,81 22,59 

Ciprofloxacino 34,29 37,45 

Gentamicina 20,49 19,18 

Imipenem 27,45 28,10 

Tetraciclina 28,13 26,70 

(Fonte:  Costa 2021 
 

6.5 Resultado da atividade hemolítica 

Para se determinar a provável citotoxicidade dos extratos vegetais 

foram usadas alíquotas com concentrações distintas dos extratos vegetais 

da folha de Phaseolus vulgaris e da folha de Clitoria fairchildiana nas 

concentrações de 200µg/ml; 400µg/ml; 600µg/ml e 800µg/ml. Que foram 

depositadas em orifícios de 5mm de diâmetro nas placas contendo ágar 

sangue de carneiro, incubados por 24 horas a 37ºC em estufa para 

observação de halo de hemólise. Decorrido o período, os extratos não 

apresentaram halos de hemólise sugerindo que não sejam hemolíticos.  

Essa avaliação é usada para indicar a citotoxicidade do extrato, sugerindo 

segurança no uso para futuros testes sobre células.   

 

Figura 10: Teste de hemólise em poço no ágar sangue, de extrato de Clitoria fairchildiana 

(esquerda) e Phaseolus vulgaris (direita) em quatro concentrações diferentes. 

 

(Fonte: Costa, 2021) 
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7.0 Discussão  

O fenômeno de resistência bacteriana se tornou um problema mundial 

pela grave ameaça a vida. Se não acontecer o enfrentamento desse 

processo de forma associada e adequada, o mundo passará para uma era 

chamada de pós–antibióticos. E como alternativa no auxilio e controle desse 

processo, é necessário o desenvolvimento de novos compostos, com 

potenciais efeitos antimicrobianos, (FRACALANZZA e MERQUIOR 2017) é 

de extrema relevância para o momento que vivemos.  

No presente estudo por meio da técnica difusão em microplacas de 96 

poços, foi possível observar que o extrato de Clitoria fairchildiana apresentou 

valores de inibição de crescimento bacteriano sobre Gram-positivas, como 

os Staphylococcus e sobre a Gram-negativa Escherichia coli. Outros autores 

relatam inibição com extratos de Clitoria ternatea sobre Staphylococcus 

aureus, Streptococcus spp. e Enterococcus faecalis  (SHAHID et al., 2009; 

MELO et al. 2010).  Diferenciando de Malabadi et al. (2012) que não 

encontrou bons resultados com esses microrganismos com extratos de 

Clitoria ternatea. 

A Clitoria ternatea é uma espécie pertencente à família das Fabaceas, 

reconhecida por apresentar ciclopeptídeos de suas raízes, folhas, caules, 

sementes e flores (NYGUEM et al 2011; POTH et al., 2011a,b) e por fazer 

parte da lista de vegetais que auxiliam no tratamento de doenças virais 

(MAITY et al., 2012). Propriedades antifúngicas também são relatadas 

(KAMILLA et al., 2009; SHAHID et al., 2009; DAS E CHATTERJEE, 2014). E 

provavelmente a presença desses ciclopeptiídeos foram os principais 

inibidores do crescimento bacteriano neste trabalho. 

As características dos Phaseulos vulgaris mais relatadas são as 

ações antifúngicas (CHANG et al. 2013), pelo efeito da faseolina (RAHE et 

al., 1969).  Campos et al. (2019) relatam efeitos do extrato de feijão-jalo 

sobre fungos Aspergillus niger, Penicillium sp. e Fusarium sp. Outros 

resultados com ações antifúngicas utilizando peptídeos vegetais com as 

espécies de Phaseolus lunatus e Phaseolus vulgaris, foram eficazes contra 

os fungos Oxysporum, Mycosphaerella arachidicola e Botrytis cinerea (Wong 

e Ng 2006). Da mesma forma, Games et al. (2008), detectaram um AMP 

com atividades contra fungos e Tofanelli, (2018) demonstrou atuação de 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B122
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B110
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B111
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B59
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00645/full#B29
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defensinas extraídas das sementes, capazes de inibir o crescimento de 

leveduras de importância para a medicina como a C. albicans, C. tropicalis,  

C.parapsilosis e  C. Guilliermondii. Wong e Ng (2006) constataram atuação 

de extratos de Phaseolus vulgaris sobre Mycobacterium phlei, Bacillus 

megaterium, Bacillus subtilis e Proteus vulgaris. As variações entre as 

atividades destes peptídeos podem estar relacionadas aos seus 

mecanismos de ação e estruturação (LEE et al., 2016).  

Neste trabalho os resultados dos testes com extratos de folha de 

Phaseulos vulgaris foram possíveis de observar ação antibacteriana sobre a 

cepa de E. coli, com resultados satisfatórios. Franco et al. (2006), isolaram o 

peptídeo a partir do feijão Vigna unguiculata e verificaram ação contra S. 

aureus, E. coli e Pseudomonas syringae. Algumas leguminosas possuem 

peptídeos com ações antimicrobianas e a soja é uma delas, com proteínas 

de inibição contra bactérias como a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Klebsiella pneumonie, 

Streptococcus mutans e Propionibacterium acnes (VASCONCELLOS et al. 

2014). Almeida et al. (2019) observaram que da mesma família Fabaceae, a 

espécie Adenanthera pavonina, possui um peptídeo antimicrobiano com 

potente ação sobre Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. 

Provavelmente por ser da mesma família, o extrato do Phaseolus 

vulgaris utilizado neste estudo deve possuir as mesmas características para 

inibir a bactéria. Dessa forma abre caminhos para novas pesquisas sobre 

essa família de vegetais como potentes alternativas de tratamento de 

doenças infeciosas importantes.  

Com a técnica de interação entre o extrato vegetal de Clitoria 

fairchildiana adicionado ao ágar, suas interações com os antibióticos 

comercias sobre ação do S. aureus foram observadas. Os antibióticos 

utilizados (amoxicilina com clavulanato, cefalotina, gentamicina oxacilcina e 

vancomicina) tiveram aumento das medias de seus halos, demonstrando um 

sinergismo entre eles. O mesmo extrato apresentou interação com os 

antibióticos ciprofloxacino, gentamicina, imipenem e tetraciclina com bactéria 

Gram-negativa E. coli, apesar de sua dupla camada fosfolipídica 

(CORDWELL, 2006). Segundo Wagnera e Merzenich (2009) para haver 
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efeitos sinérgicos é necessário a presença de compostos nos constituintes 

dos extratos que sejam capazes de afetar diferentes alvos ou interagirem de 

forma a melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de uma ou várias 

substâncias de um extrato, conforme sugere o observado com o extrato de 

Clitoria fairchildiana. 

Com o Staphylococcus aureus o sinergismo do extrato da folha de 

Phaseolus vulgaris aconteceu com quatro dos antibióticos (amoxicilina com 

clavulanato, cefalotina, oxacilcina e vancomicina) que tiveram aumento dos 

halos de inibição, exceto a gentamicina que também não apresentou 

resultados esperados. Guimarães et al., (2006) relatam que cada 

antimicrobiano possui características farmacocinéticas bastantes 

específicas. Segundo Vakulenko e Mobashery (2003) os aminoglicosídeos 

(gentamicina, amicacina, estreptomicina e tobramicina) possuem a 

capacidade de desenvolver atividade bactericida sinérgica em associação 

com outros agentes antimicrobianos, que inibem a biossíntese da parede 

celular. No presente estudo, com a abordagem utilizada sugere-se que o 

extrato de Phaseolus vulgaris não apresenta moléculas em sua composição, 

com capacidade de inibição de síntese da parede celular do S. aureus. No 

entanto, houve interação do mesmo extrato com os antibióticos gentamicina, 

imipenem e tetraciclina sobre ação da Gram-negativa E. coli . 

Nas avaliações das ações potencialmente efetoras sinérgicas, entre 

as bactérias S. aureus e E. coli tratadas com os extratos vegetais de P. 

vulgaris e a C. fairchildiana também foi possível verificar interações entres 

eles e seus antibióticos.  Casanova e Costa (2017) concluem que as 

composições químicas dos extratos vegetais, favorecem a ações sobre 

vários alvos celulares e moleculares, que acarretam efeitos biológicos 

mensuráveis, que podem ser observados com outros extratos de plantas ou 

até mesmo fármacos sintéticos.  

Para o S. aureus tratado com P. vulgaris os antibióticos amoxicilina 

com clavulanato, vancomicina e oxacilina sofreram interferência benéfica 

com aumento dos diâmetros de inibição, Dutra et al (2016) em seu trabalho 

com S. aureus, também observou sinergismo entre os extratos de casca de 

P. granatum e folhas de A. occidentale com os mesmos antibióticos. Efeito 

semelhante ao de Fernandes et al. (2012) com extratos de Psidium 
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guineense e os antibióticos  ampicilina, amoxicilina, cefoxitina, ciprofloxacino 

e meropenem com Staphylococcus aureus, assim como Macedo et al (2012) 

com extratos de  β-Lapachona de Tabebuia avellanedae.  

Um dos mecanismos responsáveis pelos efeitos sinérgicos propostos 

na literatura disponível é a inibição de bombas de efluxo, que permitem o 

aumento da concentração de extratos no interior das células bacterianas, 

esse processo pode ter acontecido com os extratos usados nos 

experimentos anteriores (Casanova e Costa 2017).  O que não aconteceu 

com o trabalho de SILVA et al (2013), com seus extratos de Cocos nucifera 

var. typica, que não foram capazes de interagir com os antimicrobianos 

testados sobre ação do S. aureus.  

Para o S. aureus sobre a ação do extrato de Clitoria fairchildiana 

tiveram seus halos de inibição aumentados. Thongmee e Sukplang (2015), 

com extratos de Clitoria ternatea L. não observaram o mesmo resultado 

sinérgico com o S. aureus analisado, mas com o extrato vegetal de Citrus 

hystrix encontraram inibição. Zawahry et al. (2013), com extrato da fabaceae 

Acacia nilótica, demonstrou melhores resultados sinérgicos com a 

tetraciclina e norfloxacino para S. aureus. Para que efeitos potencializadores 

entre os compostos dos extratos e os antibióticos aconteçam são 

necessárias interações farmacocinéticas e ou farmacodinâmicas, pois nem 

sempre a combinação pode ser benéfica (RIBES ET AL. 200). 

Dutra et al (2016) não encontraram alterações com seus extratos com 

a Gram-negativa Escherichia coli, mas esse trabalho encontrou interações 

com os antibióticos: amoxicilcina com clavulanato e gentamicina com o 

extrato de Clitoria fairchildiana e o com Phaseulos vulgaris foi possível 

verificar com o ciprofloxacino e imipenem com ação potencializadora. Calvo 

et al. (2015) utilizou do extrato de Kielmeyera coriacea e obteve sinergismo 

com os betalactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, 

carbonêmico) macrolídeos e sulfas.  Spinella (2002) comenta que muitos 

mecanismos já foram identificados para essa interação acontecer, mas ainda 

são insuficientes para explicar os efeitos observados das plantas ou de seus 

extratos.   

Esses efeitos, que podem ser observados com extratos vegetais e 

fármacos sintéticos, estão ainda em desenvolvimento e o desenvolvimento  
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de medicamentos mais seguros e eficazes para o tratamento de doenças 

requer métodos de estudos, purificação e isolamento de substâncias, 

embora úteis para a obtenção de conhecimentos preliminares, não permitem 

a caracterização e compreensão de efeitos sinérgicos. Sendo assim, 

pesquisas de isolamento dos princípios ativos serão necessários para a 

completa elucidação da atividade antimicrobiana das plantas estudadas no 

presente trabalho. 
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8.0 Conclusão 

A partir dos resultados obtidos nos experimentos realizados neste 

trabalho foi possível concluir que: 

- Na avaliação da atividade antimicrobiana do extrato vegetal da folha de 

Phaseolus vulgaris, houve ação antibacteriana sobre a gram negativa 

Escherichia coli, mas sobre ação das gram positivas não foi possível verificar 

inibição. 

 
- Na avaliação da atividade antimicrobiana do extrato vegetal da folha de 

Clitoria fairchildiana sobre as bactérias gram positiva com melhor ação de 

inibição sobre a cepa Staphylococcus aureus e também um resultado 

antibacteriano sobre a bactéria gram negativa Escherichia coli.  

 

- Na avaliação do sinergismo entre os antimicrobianos comerciais e os 

extratos de Phaseolus vulgaris sobre ação do S. aureus e para a E. coli 

observou interação com os antibióticos. 

 

- Na avaliação do sinergismo entre os antimicrobianos comerciais e os 

extratos de Clitoria fairchildiana sobre ação do S. aureus e para a E. coli 

observou interação entre os antibióticos. 

 

- Na verificação de interação dos antibióticos comerciais com o S. aureus 

tratado com o extrato vegetal de Phaseolus vulgaris, foi possível verificar 

interações e aumento dos halos de inibição assim como para a E. coli 

 

- Na verificação de interação dos antibióticos comerciais com o S. aureus 

tratado com o extrato vegetal de Clitoria fairchildiana, foi possível verificar 

interações e aumento dos halos de inibição dos antibióticos assim como 

para a E. coli 
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