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PREFACIO

O desenvolvimento cientifico € fundamental para superar os desafios das
principais problematicas que impactam a pesquisa e que resultam das deficiéncias e da
descontinuidade de medidas de fomento para manter inovagéo, ciéncia e tecnologia na
agenda de desenvolvimento do pais. Na economia do conhecimento ndo ha produtividade
e nem novos produtos sem uma base cientifica e tecnoldgica fortes e por tanto, essa visao
que orienta os paises desenvolvidos deve encontrar eco no Brasil, pois ciéncia, tecnologia
e inovagao sao as ferramentas principais para um projeto nacional desenvolvimentista.
Assim, o desenvolvimento de uma literatura cientifica € um dos meios que corroboram para
o incremento de inovagao e avangos tecnologicos e desenvolvimentistas.
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CAPITULO 10
AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DA FOLHA

Persea americana Mill em bactérias Staphylococcus aureus

Elisangela Nunes da Silva

Graduanda do curso de Biomedicina pela UNINASSAU- CG.
Marjorie Gongalves de Paula

Graduanda do curso de Biomedicina pela UNINASSAU- CG.
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RESUMO: As infecgdes atualmente sdo uma problematica devido a resisténcia bacteriana
pelo uso indiscriminado de antibidticos, tornando-as multirresistentes. Este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da folha Persea americana Mill em cepa de
bactérias Staphylococccus aureus, trata-se de uma pesquisa quantitativa, com realizagao
de pesquisa de concentragao inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida minima
(CBM) e analise estatistica. Os resultados foram obtidos a partir da média da atividade
antimicrobiana em porcentagem e o desvio padrao (DV) e foi verificada a eficacia do extrato
para a bactéria em determinados valores da diluicdo realizada através do CIM. Porém no
que se diz respeito a CBM estes valores sofreram uma variagao de inibicdo, o que nos da
um resultado insatisfatorio, e ainda comprova que € necessario um aprofundamento no
estudo para confirmacao da sua eficacia.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato. Infeccado. Resisténcia. Bactérias. Folha.

INTRODUCAO

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos é ocasionado devido a
mutagdes, presenca de material genético transferivel como plasmideo, transposons e
integrons (ANVISA, 2007).
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Em estudo encomendado pelo governo britanico em 2016 estima-se que em 2050,
bactérias causardo mais de 10 milhdées de mortes por ano. Dados de 2016 indicam que
aproximadamente 700 mil pessoas morrem todos os anos vitimas de infeccoes bacterianas
ao redor mundo (ROCHA, 2017).

Abactéria Staphylococcus aureus € encontrada na microbiota humana, principalmente
nas fossas nasais. Em determinadas circunstancias pode provocar de simples infec¢oes até
as mais graves, sendo considerada a mais virulenta do seu género. Algumas das doengas
provocadas sdo causadas pela produgao de toxinas, como nos casos de intoxicagao
alimentar, enquanto outras doengas resultam da proliferacdo dos microrganismos, além de
endocardites, pneumonias e septicemias. As feridas cirurgicas, as escaras e os locais de
saida de dispositivos médicos, também podem ser colonizados, ou seja, podem ser janelas
abertas para a acdo de microrganismos infecciosos (LIMA 2015).

Em varios paises como Cuba, Brasil, india, México e Jordania, estudos séo realizados
sobre atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de plantas nativas por
serem paises que possuem uma tradigao na utilizagao de plantas medicinais para o uso de
antibacteriano ou antifungico (DUARTE, 2006).

Plantas medicinais podem ser utilizadas em diferentes formas de administragao (chas,
ampolas, comprimidos, capsulas, drageas, 6leos essenciais, tinturas, bem como cremes e
pomadas para uso externo) para tratamento de patologias. O principio ativo dessas plantas
em sua forma mais concentrada esta localizado em folhas, raizes, caule ou flores, e sao
extraidos por meio de técnicas elaboradas.

O abacateiro € uma arvore cultivada em quase todo o Brasil devido as suas diversas
variedades, trata-se de uma planta frutifera das mais produtivas por unidade de area
cultivada. Seu fruto é rico em proteinas e vitaminas, alto teor de 6leo na sua polpa sendo
eles utilizados na industria farmacéutica e de cosméticos (SILVA, 2017).

A Persea americana Mill (abacate) € uma fruta com enorme valor nutricional em sua
composicao e, portanto, deve ser utilizado como parte de uma dieta equilibrada. Quando
consumido regularmente é capaz de contribuir beneficamente a saude (SOUZA, 2014).

No presente estudo foi analisada a atividade antimicrobiana da folha de Persea
americana Mill testado na cepa de Staphylococcus aureus. O extrato da folha pode trazer
beneficios a tratamentos de algumas infec¢bes causados pela agdao deste microrganismo.

Fundamentagao teérica

O bioma tropical possui grandes diversidades tanto na fauna como na flora e situa-se
no continente americano, além da Africa, Asia e Oceania. Possui um clima quente e podem
ser encontradas arvores altas e grandes areas pluviais. Tem uma cobertura vegetal densa
podendo possuir mais de 300 espécies de arvores que podem chegar a 40 m de altura
trazendo com isso grande diversidade de animais (CURADO, 2019).
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O abacateiro, originario do México e América Central, pertence a familia Lauraceae,
género Perseal. E uma das frutas tropicais mais valiosas, rica em proteinas e vitaminas
lipossoluveis A e B, com quantidade variavel de dleo na polpa, grandemente utilizado na
industria farmacéutica e de cosméticos, e na obtencao de 6leos comerciais substitutivos do
oleo de oliva (FRANCISCO, BAPTISTELLA, 2005).

A Persea Americana Mill (abacateiro) adapta-se facilmente nas regides tropicais e
subtropicais, seu fruto tem forte valor nutritivo com vitaminas lipossoluveis (A, B, C, E, G,
K e P) e possui grande quantidade de acidos graxos insaturados (SOUZA; PIMENTEL;
JUNIOR, 2012).

O fitoesterol presente no seu fruto € uma substancia similar ao colesterol e seu
mecanismo de ac&o envolve a inibigado intestinal de absorgédo do colesterol e diminuigao
da sintese de colesterol hepatico. O efeito € exercido sobre os valores de colesterol total e
LDL, sem afetar os niveis de HDL e triglicérides sanguineos (SALGADO et.al., 2008).

Estudos realizados com extrato das sementes da Persea americana Mill
demonstraram diminuicdo na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (MCP-1 e TNF)
importantes na progresséo do quadro de osteoartrite, havendo diminuicdo de edema na
pata de camundongos, e obteve maior resultado ao ser comparada com a pomada de
diclofenaco, ja utilizada em terapias reumatolégicas (MESSMAR, 2013).

A obtencdo da acéo benéfica ao organismo pelas plantas medicinais depende de
substancias que irdo auxiliar para chegar ao objetivo desejado. Essas substéncias sao
chamadas de metabdlicos secundarios que fazem parte do metabolismo das plantas e
possuem atividades biologicas que trazem beneficios para a saude (GONCALVES, LIMA.
2016).

Um dos principais componentes do meio externo cuja interacdo € mediada por
compostos do metabolismo secundario sdo os fatores bidticos. Contudo, produtos
secundarios também possuem agao protetora em relagdo a estresses abidticos, como
aqueles associados com mudangas de temperatura, conteudo de agua, niveis de luz,
exposicao a raios UV e deficiéncia de nutrientes minerais (FUMAGALI, 2008).

Os metabdlicos secundarios encontrados em plantas, fungos e outros microrganismos,
desempenham papel importante na interagdo com o meio ambiente. Existem trés grupos de
metabdlicos secundarios (PERES, 2017):

e Terpenos: sao substancias que fazem parte dos polimeros existentes nas plantas
(DNA, RNA, proteinas) e estdao presentes em seus 6leos essenciais. As saponinas,
substancia presente nos terpenos, desempenham papel importante na defesa contra
insetos e microrganismos (PERES, 2017).

e Compostos fendlicos: sao compostos responsaveis por determinar cor, odor,
sabor a diversos vegetais, além disso, protegem as plantas contra raios UV,
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fungos, insetos e bactérias. Dentre essas caracteristicas obtém-se a agao dos
taninos (PERES, 2017).

e Alcaloides: este metabdlico possui acentuado efeito no sistema nervoso sendo
utilizado como venenos e alucinégenos (PERES, 2017).

O uso de plantas medicinais em suas variadas formas como, por exemplo, extratos
e oleos possuem atividades antimicrobianas que sdo estudadas e comprovadas. Sendo
assim, o uso de tais plantas vem se tornando uma alternativa natural para as bactérias
que se tornam resistente no organismo aos antibiéticos. Extratos e compostos isolados
apresentaram capacidade de controlar o crescimento de varias espécies de microrganismos,
mostrando eficacia na aplicagdo como antimicrobiano (DUARTE. 2006).

As plantas medicinais possuem uma grande variedade de substancias com
propriedade antimicrobiana, seus estudos possibilitam a descoberta de compostos
potenciais para a criagado de novos antibiéticos (PEDROSA, 2012).

Estudo feito com a bactéria S.aureus em sumos de plantas o alecrim, a aroeira e
a guiné mostraram atividades antimicrobianas positivas para tal bactéria. (SOUZA et.al.,
2015).

As Infecgdes relacionadas a Assisténcia a Saude, principalmente as adquiridas no
ambiente hospitalar, estdo entre as principais causas de morbidade e de mortalidade e,
consequentemente, da elevagao de custo para o tratamento do doente (CRUZ; SANTOS;
SOUZA, 2017).

As infeccdes hospitalares sdo adquiridas apos a internacéo do paciente e manifestam-
se durante ou mesmo apos a alta quando relacionada com procedimentos hospitalares.
A grande maioria das infecgdes hospitalares é causada por um desequilibrio da relagéo
existente entre a microbiota humana normal e os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Geralmente sdo causadas devido a prépria patologia de base do paciente, procedimentos
invasivos e alteragdes da populagao microbiana, geralmente induzida pelo uso de antibidticos
(PEREIRA et al., 2005).

Abactéria para se tornar resistente pode no seu material genético obter propriedades,
como por exemplo, mutagao no seu gene, adquirir a capacidade de resisténcia, introdugao
de material genético que serao transferidos de bactérias de outras espécies. Os genes de
resisténcia que fazem parte do DNA sao os plasmideos extracromossdmico que podem ser
transferidos entre os microrganismos, 0s troposons que se movem entre 0S Cromossomos
causando alteragbes cromossdmicas e também por trocas de materiais genéticos entre
espécies (ANVISA, 2007).

A resisténcia microbiana é acarretada pelo uso indiscriminado de antibiéticos, sendo
eles essenciais para a cura de infecgdes. Seu uso indevido vem em crescimento, sendo
eles utilizados de forma desnecessaria ou abusiva o que aumenta a resisténcia bacteriana
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(GRUNDMANN et.al., 2012).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram positiva que € encontrada na microbiota
da pele e fossas nasais, estando ligada também a infecgbes simples como acnes, foliculite
bacteriana, celulites e a infecgdes mais graves como meningite, tuberculose, septicemia
(SANTOS, et. al, 2007).

Tal bactéria é relatada como um dos agentes infecciosos achados em ambientes
hospitalares (KORB et.al., 2013), possuindo resisténcia a penicilina, devido a produgéo de
genes codificantes de penicilinases, que sao enzimas capazes de inibir a agao antibidticos,
como a penicilina (TAVARES,2000).

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa aplicada de natureza quantitativa e experimental, tendo
como principal objetivo determinar a agao antimicrobiana da folha Persea americana Mill e
analisar a resisténcia que as cepas de S. aureus podem apresentar.

A referente pesquisa foi realizada na cidade de Campina Grande, Paraiba, entre
0os meses de agosto e novembro. Foram coletadas amostras de folhas da planta Persea
americana Mill. As cepas bacterianas foram fornecidas pelo Hospital da Restauragao
(SEPAC), em Recife — PE.

* Coleta do material vegetal:

As folhas da Persea americana Mill foram acondicionadas em sacos de papel e
levadas a estufa de circulagao de ar (40-45 °C) por um periodo de trés dias, até o material
obter peso constante. O material testemunho foi coletado e processado.

* Preparacao dos extratos aquosos:

O material vegetal seco foi triturado a pé e misturado com agua [1:9; (m:v)] e mantido
a temperatura ambiente (22°C) durante 24 h. Apds este periodo, os extratos foram filtrados
e liofilizados. Foram preparadas solugbes aquosas a 100mg/mL e esterilizadas através de
uma membrana de poros de 0,2uM e armazenadas a -20 - C.

» Cepas Bacterianas e condigdes de crescimento:

Os isolados clinicos de cepas de Staphylococcus aureus foram cultivados em meio
Agar Sangue a 37°C por 24h.

* Atividade Antibacteriana por Microdiluigao:
Concentragao Inibitoria Minima (CIM):

Para a determinagéo da CIM foram utilizados métodos descritos por (ROZATTO,
2012) onde foram utilizadas microplacas de 96 pogos contendo meio de cultura Mueller
Hinton caldo.
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Os orificios da microplaca foram preenchidos com 100ul de RPMI_1640, em seguida
acrescentado 100ul de solugao de extrato e realizada a diluigao seriada de 4mg/ml a 0,4mg/
ml, assim foram adicionados 100ul de suspensao da bactéria em cada orificio da microplaca.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24hs para S.aureus, e em
cada delas foram testados o extrato em quadriplicata.

O CIM foi determinado pela menor concentracao de extrato capaz de inibir 50% do
crescimento bacteriano

Concentragao Bactericida Minima (CBM):

Para a determinagao da Concentragao Bactericida Minima, foram utilizadas placas
de Petri contendo meio de cultura Mueller Hinton Agar, baseando-se nos resultados obtidos
no teste da CIM, onde as menores concentragdes de extratos conseguiram inibir a bactéria.

* Analise estatistica

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana da folha da Persea americana Mill foi determinada
calculando o percentual de inibicdo do crescimento bacteriano (CIM) obtido pela S.aureus,
a partir destes resultados foi determinado a tabela 1. Os resultados sao obtidos como média
da atividade antimicrobiana em porcentagem e o desvio padréo (DV).

O extrato foi eficaz para a bactéria nas diluicbes de valores de 4mg/ml a 0,4 mg/
ml onde os resultados obtidos foram maiores que 50%, mas ao testar as concentracées
bactericida minima (CBM) os mesmo valores sofreram variagdes de inibigao.

As variagdes na atividade antimicrobiana apresentada por extratos de plantas podem
ser atribuidas a varios fatores: linhagem utilizada; processo de extracao seja pela diferenca
dos solventes utilizados ou pelo tipo de material vegetal (fresco ou seco); entre outros
fatores (OSTROSKYETAL, 2008).

Os resultados obtidos por Silva (2010) mostram que os extratos de pitanga e assa
de peixe mostraram eficiéncia na atividade antimicrobiana de S. aureus, sendo 2,2%v/v
para pitanga e 2,0%v/v para assa de peixe. Sendo dada uma melhor atengdo aos 6leos
esséncias onde apresentaram melhores resultados para outras bactérias testadas.

De acordo com estudo realizado através do 6leo do abacate, Krzyzaniak et.al. (2013)
observou-se ndo haver atividade antimicrobiana Staphylococccus aureus; Pseudomonas
aeruginosa; Escherichia coli e Candida albicans, todos mostraram resisténcia.
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Tabela 1: Porcentagens de inibicdo de crescimento obtidas com extratos em isolados bacterianos

Crescimento 24h-0h (%) DV
CcC 100 99,3
Persea 4 mg/mi 89,4 89,6
3 mg/mi 90,1 90,5
Persea 2 mg/ml 53,9 541
1 mg/ml 48,2 46,7
Persea 0,8 mg/ml 49,4 49,2
0,6 mg/ml 52,3 51,9
Persea 0,4 mg/ml 56,8 56,6
4 mg/ml 55,5 55
Persea 0,4 mg/ml 95,1 95,6
4 mg/mi 59,8 61,1
Persea 0,4 mg/mli 93 94,7
4 mg/ml 43,9 45
Persea 0,4 mg/ml 93,5 94,3
4 mg/ml 72,9 71,7
Persea 0,4 mg/ml 96,8 97.1
4 mg/ml 52,3 52,9
Persea 0,4 mg/ml 92,1 92,6
4 mg/ml 59,5 0,6
Persea 0,4 mg/ml 96,6 2,4

Grafico de representagéo da tabela 1
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CONCLUSAO

O extrato obtido pela folha Persea americana Mill nao comprovou um resultado
satisfatorio para a bactéria S.aureus, apesar dos valores da CIM terem mostrado valores
satisfatérios, o CBM sofreu alteracao, pois ndo obteve uma dose dependéncia, mostrando
assim sua eficacia. Sendo assim € necessario um estudo mais aprofundado do extrato para
verificar seu potencial antimicrobiano.
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