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DUARTE, V. F. Composicio quimica, acdo antibacteriana e moduladora da folha da
cajazeira (Spondias mombin L.) sobre enterobactérias diarreiogénicas. Dissertacdo de
Mestrado. (Mestrado em Sistemas Agroindustriais) - Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar. Universidade Federal de Capina Grande. Pombal - PB, 2021.

RESUMO

A diarreia ¢ a ocorréncia de trés ou mais evacuacdes amolecidas ou liquidas no periodo de 24
horas. Os agentes infecciosos sao 0s mais importantes causadores dos quadros da diarreia aguda.
Com isso, multiplos extratos vegetais estdo sendo estudados, dentre eles, merece destaque a
espécie Spondias mombin L., popularmente conhecido por caja, cujas folhas apresentam
atividade antimicrobiana. Assim, o estudo objetiva avaliar a expressdo in vitro do extrato
hidroalcoolico do Spondias mombin L. (Cajad) sobre enterobactérias diarreiogénicas.
Metodologicamente, a presente pesquisa consiste em sé-la do tipo exploratoria, que segue o
procedimento técnico experimental com abordagem quantitativa. Esta pesquisa foi desenvolvida
em parceria com os Campi de Pombal e de Cajazeiras da Universidade Federal de Campina
Grande. As folhas obtidas diretamente das plantas de Caja, foram pesadas, maceradas e em
seguida submetidas a soluc¢do hidroalcdolica na concentragao de 1:1 por 72 horas. Em seguida a
solucdo foi filtrada e o alcool evaporado. Os experimentos foram realizados com as linhagens
padroes de Enterobactérias de linhagens diarreiogénicas, todas foram obtidas da colegdo de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Centro de Formacdo de Professores
(CFP/UFCQG). Para avaliar a atividade moduladora da agdo antibidtica das enterobactérias (E.
coli, Salmonella e Shigella) foi utilizado o antibidtico Benzetacil (B), Ciprofloxacino (C) e
indculo com a amostra (A). Os dados foram expressos em valores de média + erro padrdo da
média. Os resultados apontaram que apds o periodo de 24 horas em estufa BOD (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), observou-se por meio de coloragdio com nimesulida, que os
antibidticos apresentaram eficacia diante da bactéria E. coli, entretanto, a amostra analisada nao
apresentou potencial para o controle do microrganismo. Na etapa seguinte utilizou-se o CIM/8,
compondo in6culo, amostra e antibiotico, onde apods 24 horas realizou-se a coloragdo com
nimesulida, demonstrando que a amostra apresentava ac¢do antagonista com a eficicia do
antibiotico, permitindo a perda da eficacia do medicamento.

Palavras-chave: A¢do Antibacteriana. Spondias mombin L. Enterobactérias Diarreiogénicas.



DUARTE, V. F. Chemical composition, antibacterial and modulating action of the cajazeira
leaf (Spondias mombin L.) on diarregio enterobacteria. Masters dissertation. (Master in
Agroindustrial Systems) - Center for Science and Agrifood Technology. Federal University of
Capina Grande. Pombal - PB, 2021.

ABSTRACT

Diarrhea is the occurrence of three or more soft or liquid bowel movements within 24 hours.
Infectious agents are the most significant cause of acute diarrhea. With this, multiple plant
extracts are being studied; among them, the species Spondias mombin L., popularly known as
caja, whose leaves have antimicrobial activity, deserves special mention. Thus, this study aims to
report the in vitro expression of the hydroalcoholic extract of Spondias mombin L. (Cajd) on
enterobacteria and irrigation agents. Methodologically, it is exploratory research, which follows
an experimental technical procedure with a quantitative approach. It was performed in
partnership with the campuses of Pombal and Cajazeiras of the Federal University of Campina
Grande. The Caja leaves were weighed, macerated, and immersed in a hydroalcoholic solution in
a concentration of 1:1 for 72 hours. Then the solution was filtered, and the alcohol evaporated.
The experiments were carried out with the standard Enterobacteria lineages from diarrheal
lineages, all obtained from the collection of microorganisms from the Microbiology Laboratory
of the Teacher Training Center (CFP / UFCG). The antibiotic, Benzetacil (B), Ciprofloxacin (C),
and inoculum with the sample (A) were used to assess the modulating activity of enterobacteria
(E. coli, Salmonella and Shigella). The data were expressed as mean values and + standard error.
The results showed that after 24-hour period in a Bio-Oxygen Demand (BOD) oven, it was
observed through staining with Nimesulide that the antibiotics were effective against the
Escherichia coli bacteria. However, the analyzed sample did not show potential for the control
of the microorganism. The CIM / 8 was used in the next stage, composing inoculum, sample,
and antibiotic. After 24 hours, the staining with Nimesulide was performed, demonstrating that
the sample had an antagonist action with the antibiotic effectiveness, allowing the loss of the
effectiveness of the medication.

Keywords: Antibacterial action. Spondias mombin L. Diarrheal enterobacteria.
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1 INTRODUCAO

Hé um consenso para defini¢ao de diarreia, que € a ocorréncia de trés ou mais evacuagoes
amolecidas ou liquidas nas ultimas 24 horas (MORAIS et al.,, 2017). Em paises em
desenvolvimento estima-se que, dois tercos dos Obitos infantis evitaveis sdo atribuidos as
diarreias, contribuindo para o quadro de perdas de criancas em torno de quatro milhdes de
mortes anuais. Apesar dos avangos nas areas da medicina e do saneamento, a diarreia ainda ¢
considerada um problema rotineiro da saude publica (SILVA, HELLER, CARNEIRO, 2012).
No Brasil, registrou-se importante declinio na mortalidade infantil na atual década, com 15
obitos por mil nascidos vivos, em relacdo a década de 1970 que expressava 70 6bitos por mil
nascidos vivos (MORALIS et al., 2017).

Ha evidéncias etiologicas observadas através dos diversos sintomas atribuidos as
diarreias, distinguindo-se por seus respectivos fatores de risco e determinadas variaveis, que
compdem uma complexa cadeia causal. Todavia, a morbidade ¢ utilizada como o indicador
epidemioldgico de maior importancia para a saude publica, pois sua ocorréncia estd associada ao
conjunto de fatores e aspectos socioecondmicos, culturais, nutricionais e ambientais,
respondendo diversamente as alteragdes das condi¢des de saneamento, qualidade sanitaria dos
alimentos, habitos higiénicos e comportamentais (MAIA-ARAUJO et al., 2011).

A ocorréncia da diarreia ¢ determinada pela suscetibilidade do organismo infantil e pelo
grau de exposi¢do aos enteropatdgenos, essencialmente dependentes pelo acesso a agua tratada,
saneamento ambiental e estado nutricional da crianca, constituindo de especial importincia a
pratica do aleitamento materno (MENEGUESSI et al., 2015). A OMS se baseia na anamnese da
crianga com doenca diarreica para contemplar os seguintes quadros: duracao da diarreia, nimero
diario de evacuagdes, presenca de sangue nas fezes, nimero de episddios de vOmitos, presenca
de febre ou outra manifestagdo clinica, praticas alimentares prévias e vigentes, outros casos de
diarreia em casa ou na escola, avaliando-se, também, a oferta e o0 consumo de liquidos, o uso de
medicamentos e o historico de imunizagdes, além de informacao sobre a diurese e peso recente
se conhecido (WHO, 2005).

De acordo com a OMS (2005), a doenca diarreica pode ser classificada em trés
categorias: 1) diarreia aguda aquosa, ii) diarreia aguda com sangue (disenteria) e iii) diarreia
persistente. No Brasil os dados da Monitorizacdo das Doencas Diarreicas Agudas (MDDA),

fonte do Ministério da Saude nos anos 2000 a 2012, foram notificados mais de 33 milhoes de
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casos, tendo a Regido Nordeste apresentado o maior nimero, 39%, e a Regido Sul, 9% (SILVA,
HELLER, CARNEIRO, 2012).

Os agentes infecciosos que sao os mais importantes causadores dos quadros da diarreia
aguda, destacam-se em mais de vinte enteropatdogenos virais, bacterianos e parasitarios
diretamente associados a diarreia aguda, entre os quais, o Rotavirus € a a bactéria Escherichia
coli, referenciados como os principais agentes episodios de diarreia aguda em criangas; em
seguida, referenciam-se os agentes bacterianos Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter
Jjejuni/coli, Vibrio cholerae, Aeromonas spp. € Plesiomonas spp., de prevaléncia e ocorréncia
comumente em territorios de baixo poder econdmico; e outro importante grupo infeccioso
representado por protozoarios e helmintos, registrados em areas de precariza¢do de saneamento
ambiental (ALMEIDA, 2012; CASTRO et al., 2019).

Atualmente, multiplos extratos vegetais estio sendo estudados (MAGALHAES et al.
2020). Dentre eles merece destaque a espécie Spondias mombin L., popularmente conhecida por
caja, cujas folhas apresentam, dentre outras caracteristicas, componentes (compostos fenolicos,
flavonoides, saponinas e taninos) com atividade antimicrobiana. Essa espécie possui ampla
distribuicdo nas regides brasileiras, com maior expressdo no Nordeste ¢ Norte. Como fonte
nutricional, o fruto do caja tem vitaminas A, B1, B2 e C, e minerais de célcio, fosforo, potéssio,
além de carotenoides e taninos, cujos produtos sdo utilizados na culinaria brasileira, produgdo de
polpas, sucos, picolés, sorvetes, néctares e geleias (MAYER, 2017).

Estudos com S. mombin demonstraram resultados promissores, como efeitos
antimicrobiano, antiedematogénica e antiviral. In vitro, os extratos aquosos e etandlico de folhas
de cajazeiras inibiram o crescimento bacteriano, o que garante o uso dessa espécie como
antibacteriano. A atividade antimicrobiana do cajd acontece mediante a presenca do derivado de
acido anarcadico, isolado das folhas da cajazeira que possui a capacidade de inibir a B-lactamase,
atividade atribuida também ao acido clavulanico, antibacteriano comercialmente conhecido
(LIMA, 2016; LUCENA, 2017).

O potencial dessa importante planta deve ser explorado em beneficio da saude publica,
especialmente como alternativa aos tratamentos dos eventos diarreicos em criancas. Assim,
estudos in vitro devem ser apresentados inicialmente como essa perspectiva. Esta pesquisa
propoe-se revelar a expressao in vitro do extrato hidroalcodlico da Spondias mombin L. (Cajd)

sobre enterobactérias diarreiogénicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a expressdo in vitro do extrato hidroalcodlico da Spondias mombin L. (Caja)

sobre agentes enterobactérias eiarreiogéncias.

2.2 ESPECIFICOS

v Revelar a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico do Caja (Spondias mombin

L.) sobre bactérias que causam diarreias em criangas menores de dois anos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS (DIARREIA AGUDA, DIARREIA EM CRIANCAS)

A diarreia pode ser definida pela ocorréncia de trés ou mais evacuagdes amolecidas ou
liquidas no intervalo de 24 horas. O desequilibrio entre as fases de absor¢do e a secrecdo de
liquidos e eletrolitos ocorre na diarreia aguda. De acordo com a OMS (2005) e conforme infere
(MORALIS 2013), a doenga diarreica classifica-se em trés categorias:

1) diarreia aguda aquosa, com extensdo de duragdo de até 14 dias, com evidente perda de
grande volume de fluidos, podendo seguir de desidratagdo, e na maioria dos casos, causada por
virus ou bactérias. A desnutricdo eventualmente pode ocorrer se a alimentagdo nao ¢ fornecida
de forma adequada e se episodios sucessivos acontecem.

i1) diarreia aguda com sangue, caracterizada por disenteria, com a presenca de sangue nas
fezes, pela lesdo na mucosa intestinal. Pode associar-se com infec¢do sistémica e outras
complicagdes, incluindo desidrata¢do. O agente etioldgico de maior incidéncia ¢ a bactéria do
género Shigella.

iii) diarreia persistente, consiste no tipo diarreico que ultrapassa os 14 dias de diarreia
aguda, com consequéncias que provocam desnutricdo e desidratacdo. Nesse quadro persistente, o
grupo de criangas tem alto risco de complicagdes ¢ elevada letalidade.

Morais et al. (2017) e Magalhaes (2020) relatam que os agentes infecciosos causadores
da maioria dos quadros da diarreia aguda, sdo os virus: rotavirus, coronavirus, adenovirus,
calicivirus, norovirus e astrovirus. Dentre as bactérias, destacam-se a E. coli enteropatogénica
classica, E. coli enterotoxigenica, E. coli enterohemorragica, E. coli enteroinvasiva, E. coli
enteroagregativa; Aeromonas, Pleisiomonas, Salmonella, Shigella, Campylobacter jejuni, Vibrio
cholerae, Yersinia, os parasitos: Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium,
Isosopora e a levedora Candida albicans.

Todavia, os agentes infecciosos que sao os mais importantes causadores dos quadros da
diarreia aguda, destacam-se mais de vinte enteropatdgenos virais, bacterianos e parasitarios
diretamente associados a diarreia aguda, entre os quais, o Rotavirus e a bactéria Escherichia coli,
referenciados como os principais agentes episodios de diarreia aguda em criangas; em seguida,
referenciam-se os agentes bacterianos Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni/coli,
Vibrio cholerae, Aeromonas spp. € Plesiomonas spp., de prevaléncia e ocorréncia comumente

em territorios de baixo poder econdmico; e outro importante grupo infeccioso representado por
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protozoarios e helmintos, registrados em dareas de precarizagdo de saneamento ambiental
(ALMEIDA, 2012; CASTRO et al., 2019).

As doencas diarreicas agudas infecciosas t€ém grande importancia para a saude publica,
por causa da maior frequéncia na populagdo, além de ter uma grande relevancia epidemiologica
no mundo, sendo uma das principais causas de morbimortalidade infantil, principalmente nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Segundo Santos et al. (2014), a incidéncia da
doenga diarreica em adultos hospitalizados ¢ entre 5% a 70%; essa variabilidade estd associada
as diferentes defini¢des adotadas para diagnosticar diarreia. O principal sinal de manifestagdao do
agravo ¢ o aumento do nimero de evacuagdes, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia,
durante 24 horas ou mais. Assim, ocasiona consequéncias fisiopatologicas graves como a
desidratacao e desnutri¢do, com impacto no desenvolvimento pondero-estatural e intelectual
(BUHLER et al., 2014; ARAUJO et al., 2010; SANTOS et al., 2014).

Conforme o que foi descrito por Biihler et al. (2014), a desidratacdo e desnutrigdo
dificultam o ganho de peso e altura nas criangas, e pode ocasionar retardo no intelecto infantil. A
pobreza ¢ um importante aspecto quanto a progressdo da evolucdo clinica aguda e fatal do
processo saude-doenca na populagdo infantil, mesmo sendo determinada por multiplas causas. A
morbimortalidade por diarreia infantil estd condicionada ao baixo nivel socioecondmico da
populacdo, sendo este um dos principais fatores, que influencia as condigdes de saneamento
basico precario e comportamento higi€nico pessoal e doméstico insatisfatério. Estima-se que
aproximadamente 10,5 milhdes de criangas menores de 05 anos morrem todo ano nos paises
mais pobres, por doencas infecciosas e parasitdrias, principalmente pneumonia, diarreia,
sarampo ¢ AIDS/HIV.

Para Aragjo et al. (2010), as doencas diarreicas agudas possuem causas diversificadas,
podendo ser provocadas por bactérias, virus ou enteroparasitas. Desde a descoberta dos
primeiros agentes virais que, especificamente, causam diarreia no homem, em 1972, estudos
epidemiologicos tém revelado um nimero significativo de casos de diarreia aguda atribuidos a
etiologia viral. Dentre os principais virus causadores da doenga, destacam-se: rotavirus,
calicivirus humanos (norovirus e sapovirus), astrovirus, adenovirus entéricos. Nos paises de
clima temperado, as infec¢des sdo mais frequentes nos meses mais frios, enquanto nos tropicais
ocorrem ao longo do ano. A infec¢ao acontece em todas as idades, inclusive em recém-nascidos,
nos quais ¢ frequentemente assintomatica. Esta associado a 30-50% dos casos de diarreia grave e
aproximadamente a um terco das hospitalizacdes por diarreia, contribuindo com 111.000.000

episodios anualmente em todo o mundo, com 800.000 mortes.
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No que concerne a questdo epidemiolédgica, Loureiro et al. (2010) diz que por ano as
doengas diarreicas provocam cerca de 2,5 milhdes de mortes em criangas menores de 5 anos de
idade, sendo a maioria de paises em desenvolvimento. O desmame precoce, o baixo nivel
educacional e as mas condigdes de saneamento ambiental sdo fatores predisponentes para a
doenca diarreica. Com base em Vaz (2017), o Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Satude (Datasus) mostra que no Brasil, em 2013, foram registradas mais de 60 mil internagdes
por diarreia em criangas com até quatro anos de idade, e ocorreram 88 Obitos. Essas internacdes
totalizaram custos aos cofres publicos de mais de 20 milhdes de reais.

Em paises em desenvolvimento estima-se que dois tercos dos obitos infantis evitaveis sao
atribuidos as diarreias, contribuindo para o quadro de perdas de criangas em torno de quatro
milhdes de mortes anuais. Apesar dos avangos nas areas da medicina e do saneamento, a diarreia
ainda ¢ considerada um problema rotineiro da satde publica (SILVA, HELLER, CARNEIRO,
2012). No Brasil, registrou-se importante declinio na mortalidade infantil na atual década, com
15 6bitos por mil nascidos vivos em relagdo a década de 1970 que expressava 70 6bitos por mil
nascidos vivos (MORALIS et al., 2017).

A diarreia ¢ a segunda causa de internag¢do hospitalar infantil, precedida apenas pelas
infecgdes respiratorias, consideradas a principal causa de mortalidade infantil. Entre 2000 e
2010, foram notificados 29.491.078 casos de doengas diarreicas agudas no Brasil, sendo que
somente a Regido Norte apresentou, em 2006, 33 casos por 1.000 nascidos vivos e, em 2009, na
Regido Sudeste, a incidéncia foi de 15 casos por 1.000 nascidos vivos (SANTOS et al., 2015).

De acordo com Portela et al. (2011), 25 milhdes de mortes por ano no terceiro mundo sao
devido a doencas transmitidas pela dgua. Na Paraiba, no periodo de 2001 a 2005, foram
registrados 7.453 Obitos em menores de 05 anos dos quais 335 (4,5%) foram por Doenga
Diarréica Aguda (DDA). As mortes causadas por diarreia podem ser evitadas, através de
melhorias de abastecimento de 4gua, como também o saneamento basico, pois através disso ha
uma reducao na exposi¢ao de agentes patogénicos que causam diarreias.

Segundo Loureiro et al. (2010), os principais agentes etiologicos da diarreia aguda, sdo:
rotavirus, calicivirus, astrovirus, Escherichia coli diarreiogénicas, Shigella spp., Salmonella spp.,
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum e Cyclospora cayetanensis.
No Brasil, ¢ dada uma énfase maior para as infecgdes intestinais causadas pelas E. coli
diarreiogénicas, por rotavirus, por Cryptosporidium e Entamoeba histolytica. A maioria das
diarreias bacterianas requer medidas de intervenc¢do voltadas apenas a aplica¢do da corre¢do de

sintomas e do desequilibrio hidroeletrolitico.
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A hidratacdo ¢ fundamental nos casos de diarreia, algumas condi¢des podem ser

observadas durante a avaliagdo clinica, como exposto no Quadro 1, proposto pela OMS e

adotada pelo Ministério da Satde (MS):

Quadro 1. Avaliagdo do estado de hidratacdo para criancas com doenga diarreia

Observar A B C
Condicao Bem alerta Irritado, intranquilo Comatoso, hipotdnico
Olhos Normais Fundos Muito fundos
Lagrimas Presentes Ausentes Ausentes
Boca e lingua Umidas Secas Muito secas
Sede Bebe Sedente, bebe rapido e | Bebe mal ou ndo ¢ capaz
normalmente avidamente de beber
Examinar
Sinal da prega Desaparece Desaparece Desaparece muito
Rapidamente lentamente lentamente (mais de 2
segundos)
Pulso Cheio Répido, débil Muito débil ou ausente
Enchimento capilar | Normal (at¢ 3 | Prejudicado (3 a 5 | Muito prejudicado (mais
segundos) segundos) de 5 segundos)*
Conclusao Nao tem | Se apresentar dois ou | Se apresentar dois ou
desidratacao mais dos sinais | mais dos sinais descritos,
descritos acima, existe | incluindo pelo menos um
desidratacao dos assinalados com
asterisco, existe
desidratacao grave
Tratamento Plano A | Plano B Terapia de | Plano C Terapia de
Tratamento reidratacdo oral no | reidratacdo parenteral
domiciliar servi¢co de saude

Fonte: Sociedade Brasileira de Pediatria (2014, p. 4).

De acordo com a Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia (2015), o exame fisico ¢

importante para determinar a severidade da diarreia e ndo a sua causa. Com isso, a fung¢ao

primordial do tratamento da diarreia ¢ assegurar a reposi¢dao de fluidos e eletrdlitos. A maioria
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dos casos de diarreia aguda ¢ autolimitada, sendo apenas necessario um tratamento sintomatico
com fluidos e alteragdo da dieta. Os farmacos antidiarreicos devem ser utilizados com precaugao
nos doentes com diarreia sanguinolenta, febre e distensdo do colon. A utilizagdo de
antibioterapia deve ser considerada nos casos de diarreia severa, sendo recomendada uma
quinolona oral (ciprofloxacina 500mg duas vezes dia ou levofloxacina 500mg/dia), durante 3-5
dias. Azitromicina 500mg/dia durante 3 dias ou eritromicina 500mg duas vezes por dia durante 5

dias, sdo os antibidticos alternativos.

3.2 PATOGENICIDADE DE E. coli DE LINHAGENS DIARREICAS

A familia Enterobacteriaceae ¢ composta por um grupo grande e heterogéneo de bacilos
Gram-negativos e se caracterizam por serem anaerobios facultativos, fermentadores, reduzem o
nitrato a nitrito, ndo apresentam citocromo oxidase e crescem rapidamente numa variedade de
meios de cultura seletivos ou ndo. Os membros da familia Enterobacteriaceae sao amplamente
distribuidos no solo, em vegetais, na agua e encontrados como componentes da microbiota do
trato digestorio de animais e seres humanos (WOLLHEIM, 2009).

Das cinco espécies do género Escherichia, a mais conhecida ¢ a Escherichia coli
descoberta, em 1895, pelo bacteriologista alemao Theodore Escherich, o qual descreveu o
microrganismo que se encontrava nas fezes humanas que foi nomeado de Bacterium coli
commune. Somente em 1945, Bray associou essa bactéria a diarreia infantil e a denominou
Bacterium coli neapolitanum. Em 1950, os microbiologistas fizeram uma homenagem ao
“descobridor” dessa bactéria e passaram a denomina-la Escherichia coli (Figura 1) (MARTINS,
2010).

A Escherichia coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, anaerdbias facultativas,
cultivadas facilmente em meios de cultura de rotina. A via de transmissdo de E. coli
diarreiogénica ¢ fecal-oral por meio de agua e alimentos contaminados (COURA; LAGE;
HEINEMANN, 2014). Torres (2017), diz que pelo menos seis diferentes patovares de E. coli
foram associados a doenca diarreica e cada uma delas usa diferentes fatores de viruléncia para
subverter as funcgdes celulares do hospedeiro e potencializar sua viruléncia, o que resulta em
manifestagcdes clinicas distintas. Para Caliman (2010), dentre as afecgdes provocadas por esse
tipo de bactéria, pode-se destacar: meningite neonatal, septicemia, infec¢des do trato urinario, e
diarréia que pode se manifestar tanto de forma branda, autolimitante, quanto caracterizar quadros

muito graves como a colite hemorragica e a sindrome hemolitica urémica.
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Figura 1. Escherichia coli

Fonte: Martins (2010, p. 41).

Costa et al. (2010), atrelam-se a essa discussdo e explicam que as Escherichia coli
diarreiogénicas representam importante causa de diarreia endémica e epidémica no mundo.
Porém provavelmente a frequéncia desses patdgenos € subestimada, devido sua detecgdo exigir
métodos diagndsticos especificos que ndo sdo utilizados na pratica clinica. A identificacdo de E.
coli diarreiogénica requer sua diferenciacdo das espécies ndo patogénicas da microbiota
intestinal. As E. coli que causam diarreia sdo classificadas em categorias patogénicas de acordo
com fatores de viruléncia especificos, codificados por cromossomos, plasmidios ¢ DNA de
bacteriofagos. Esses fatores de viruléncia fornecem a cada categoria uma capacidade de causar
sindrome clinica com caracteristicas epidemioldgicas e patoldgicas distintas.

Wollheim (2009) explica que a E. coli desperta um grande interesse cientifico, em virtude
dos estudos da E. coli K12 (e seus derivados) parte dos conhecimentos sobre metabolismo
intermediério, recombinacdo genética, replicagdo do DNA, transcricdo do RNA, sintese e
exportacdo de proteinas e da patogenicidade das bactérias. Como sabemos a E. coli faz parte da
microbiota intestinal de individuos sadios, causando infec¢des extra-intestinais e intestinais,
tanto em pessoas sadias como em imunocomprometidos. Para uma melhor compreensdo, ha pelo
menos seis variedades de E. coli diarreiogénicas denominadas: (1) ETEC - E. coli
enterotoxigénica; (2) EHEC — E. coli enterohemorragica (O157:H7); (3) EIEC — E. coli
enteroinvasiva; E. coli enteroaderente com trés subtipos distintos: (4) EPEC — E. coli
enteropatogénica; (5) EaggEC — E. coli enteroagregativa e; (6) DAEC — E. coli difusamente

aderente.
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Quanto a linhagem patogénica da E. coli, Martins (2010), destaca o grupo, os sorotipos,

as caracteristicas de adesdo e invasdo, as toxinas e os sintomas provocados pela doenga.

Quadro 2: Esquema de distribuicao dos antibioticos em modulagdo para P. aeruginosa (ATCC

27853)
Grupo | Sorogrupos Caracteristicas Toxinas Sintomas da
de adesao e doenca
invasao
ETEC 06, 08, 015, Aderem Termolabeis (LT) | Diarreia do tipo
020, 027,063, | uniformemente, .. colérica, mas
078, 080, O85, | mas ndo invadem Termoestaveis ST geralmente menos
0115, 0128, A LT ¢é similar a grave
0139, 0148, toxina colérica e
0153, 0159, age nas células da
0167 mucosa
EPEC 018, 044, 055, | Aderem em Nao aparentes. Diarreia, vomitos
086, 0111, grupos, Invadem | Induz uma lesao
0112, 0114, células caracteristica
0119, 0125, hospedeiras, (A/E) nas células
0126, 0127, ligam e epiteliais
0128, 0142 desaparecem
EIEC 0124, 043, Invadem células Nenhuma toxina Propagacao célula-
0152 do colon. semelhante a shina | célula e doengas
Propagam-se toxina detectada similares a
lateralmente as disenteria. Febre e
células adjacentes diarreias profusas
EHEC 026, 046, 048, | Aderem Verotoxinas do Diarreia com
091, 098, O112, | fortemente Ligam | tipo shigatoxinas sangue. Colite
0146, 0157, e invadem (VTEC ou STEC) | Hemorragica. Pode
0165 progredir para
sindrome urémica
hemolitica (HUS)

€ para purpura
trombocitopénica.
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EaggEC | Sorogrupos Aderem em Toxinas Diarreia. Algumas
ligados a surtos | grupos, mas nao semelhantes a linhagens tém sido
recentes: 062, invadem toxina ST. relacionadas a
073, 0134 .. sindrome urémica
Hemolisinas. hemolitica (HUS)
Verotoxinas
relatadas em
algumas linhagens

Fonte: Martins (2010, p. 62).

A Escherichia coli diarreiogé€nica apresenta uma distribuicdo que varia de um pais para o
outro, mas a E. coli enterohemorragica (ECEH, incluindo E. coli O157:H7) ¢ o agente que mais
comumente causa patologia nos paises em desenvolvimento. Os diferentes tipos de E. coli
podem provocar sintomas distintos nos individuos, por exemplo, a E. coli enterotoxigénica
(ECET) provoca a diarreia do viajante; a E. coli enteropatogénica (ECEP) rara vez provoca
diarreia em adultos; a E. coli enteroinvasiva (ECEI) provoca diarreia sanguinolenta e mucoide
(disenteria), ¢ comum sentir febre; a E. coli enterohemorragica (ECEH) provoca diarreia
sanguinolenta, colite hemorragica severa e sindrome hemolitico-urémica em 6—8% dos casos; o
gado ¢ o principal reservatério de infec¢do. Nas criancas, pode-se observar que a E. coli
enteroagregativa (ECEAg) provoca diarreia aquosa em criangas pequenas, diarreia persistente
em criangas e adultos com virus da imunodeficiéncia humana (HIV); a E. coli enterotoxigénica
(ECET) provoca diarreia em lactentes e criancas em paises em desenvolvimento; e a E. coli
enteropatogénica (ECEP) afeta principalmente as criancas menores de 2 anos (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANISATION, 2012).

Conforme Torres (2017), a E. coli enteropatogénica (EPEC) ¢ um dos mais antigos e
mais bem caracterizados patovares diarreicos, isolada em um grupo, causa diarreia aquosa
persistente em criangas de todo o mundo. As EPECS isoladas pertencem a um niimero limitado
de sorotipos O:H, sabe-se que elas transportam o Locus of Enterocyte Effacement (LEE), uma
regido que codifica varias proteinas que mediam a interagdo com as células do hospedeiro e as
informagdes de uma lesdo distinta conhecida como attaching and effacing (A/E). Além disso, as
cepas de EPEC podem conter um plasmideo de viruléncia chamado de fator de aderéncia de
EPEC (EAF), pois ele codifica os produtos genéticos envolvidos na sintese € montagem do pilus
formador de feixes (bfp) tipo IV e também nao tem os genes que codificam a producao de toxina

Shiga (szx).
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A E. coli enteropatogénica (EPEC), estd epidemiologicamente relacionada a diarreia
infantil, afeta geralmente criancas de até dois anos e ¢ considerada de alta morbidade em paises
pobres, podendo inclusive apresentar uma mortalidade elevada. As bactérias aderem a membrana
plasmatica do enterdcito e causam destrui¢do das microvilosidades adjacentes. A lesdo ¢
denominada —attaching and effacing e ¢é caracterizada pela degeneracdo dos enterocitos e leve
inflamacdo da lamina propria. As infec¢des causadas por ETEC acometem principalmente
criangas em paises em desenvolvimento e viajantes destas areas, cepas ETEC sdo responsaveis
por 380.000 mortes anuais. Os principais sintomas incluem fezes aquosas, vomitos, nduseas ¢
colicas intestinais (CALIMAN, 2010).

As cepas STEC sdo caracterizadas por causar diarréia sanguinolenta, acometendo
prevalentemente criangas e idosos em paises desenvolvidos. Também podem causar lesdes tipo
—attaching-effacing no intestino grosso, € nos casos mais severos, necrose. Os sintomas clinicos
incluem: colica abdominal e diarréia inicialmente aquosa que progride para hemorragica. Em
paises desenvolvidos ¢ uma das principais causas relacionadas a diarréia associada a sindrome
hemolitica urémica, podendo ocorrer em 2 a 7 % dos individuos acometidos. As infec¢des por
EIEC ocorrem em humanos de todas as idades, sendo mais comum em paises menos
desenvolvidos. A principal patologia consiste na inflamagao e erosdo da mucosa, principalmente
no intestino grosso. A E. coli enteroagregativa (EAEC) apresenta distribuicdo epidemiologica
semelhante a ETEC, acometendo principalmente criangas de paises em desenvolvimento e
viajantes destas areas, estd relacionada a AIDS associada a diarréia (CALIMAN, 2010).

Ainda de acordo com o estudo de Caliman (2010), a E. coli difusoaderente (DAEC) esta
relacionada com diarréia em criancas com mais de um ano de idade. A E. coli patogénica
extraintestinal (ExPEC) se trata de cepas caracterizadas por causar doengas em outros sitios
corporais que nao o intestinal. Sob este acronimo estdo reunidas as cepas uropatogénicas
(causam infec¢@o no trato urinario), também chamadas UPEC (Uropathogenic E. coli); as cepas
associadas a sepse € as associadas a meningite neonatal, portanto capazes de colonizar e produzir

doenga nos mais variados sitios anatémicos.

3.3 ANTIBIOTICOTERAPIA E RECURSOS NATURAIS

As cepas de E. coli tem se tornado uma grave preocupagdo na saude publica, visto que,

além da viruléncia, essas bactérias estdo resistentes a antimicrobianos, principalmente diante da
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evidéncia de que antibidticos exercem uma pressdo seletiva tanto em bactérias patogénicas
quanto nas comensais da microbiota (CALIMAN, 2010).

Os antibidticos sao substancias quimicas, naturais ou sintéticas cuja finalidade ¢ impedir
a proliferacao de bactérias ou causar a sua destruicao, e que se usado de forma racional apresenta
menor risco de toxicidade. O termo antimicrobiano engloba todas as substincias quimicas com
atividade sobre os diferentes microrganismos, sendo que os antibidticos ou antibacterianos
atuam contra bactérias, os antivirais sobre os virus, os antifingicos atuam nos fungos, € os
antiparasitarios sobre os parasitas (SANTOS et al. 2017).

Bekai (2010), descreve que a antibioticoterapia € provavelmente a mais bem-sucedida
forma de controle de doencas infecciosas desenvolvida no século XX. As descri¢des iniciais
acerca do uso de agentes antimicrobianos sdo datadas de 3000 anos, quando os médicos chineses
usavam bolores para tratar tumores inflamatdrios e feridas infectadas. H4, porém, uma grande
confusdo ao redor dos termos “antibidtico” e “antimicrobiano”.

O conceito original de Waksman, estabelecido em 1942, diz que os antibidticos sdo
substincias extraidas de seres vivos, geralmente microscopicos (microrganismos) € que tem ag¢ao
antimicrobiana. Sdo metabdlitos microbianos que em baixas concentracdes sdo capazes de inibir
o crescimento de outros microrganismos. Essa inibicdo pode ser permanente, ou seja, quando a
substancia ¢ capaz de matar a célula microbiana. Nesse caso s3o utilizados os termos
“bactericida” ou “fungicida”. A inibi¢do também pode ser tempordria, agindo somente enquanto
o antibidtico esta presente, inibindo o crescimento e reproducdo do microrganismo. Nesse caso
utiliza-se o termo “bacteriostatico” (BEKAI, 2010).

As principais classes de antibidticos, seus respectivos mecanismos de acdo e alguns

representantes estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3: Principais classes de antibioticos, seus respectivos mecanismos de agdo e alguns

representantes
CLASSES SUBCLASSES MECANISMO | REPRESENTANTES
DE ACAO
Benzilpenicilinas Penicilina
Pen. G Procaina Pen.
Benzatina
minopenicilinas Bactericidas: Al’nplc'll'll’?a
Amoxicilina*
Interferem com a
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Penicilinas P.R. sintese da parede | Oxacilina
A penicilinases bacteriana
B lactamicos
P. de amplo Carboxipenicilinas
espectro
1* Geragao Cefalexina*
Cefalotina
) 2% Geragao Cefoxitina* Cefaclor
Cefalosporina
3% Geragao Ceftriaxona
4% Geragao Cefepima
Carbapenens Imipenem
Meropenem
Monobactans Aztreonam
Quinolonas Quinolonas (anos 60) Bactericidas: Ac. Nalidixico
Fluoroquinolonas (anos 80) Inibicdo da DNA | Ciprofloxacina
girasse bacteriana
Glicopeptideos Inibicao de Vancomicina*
sintese proteica,
de RNA m,
alteracdo da Teicoplanina
permeabilidade
MP
Oxazolidinonas Inibig¢ao da Linezolida

sintese proteica

Fonte: Bortoloti (2016, p. 23).

Bortoloti (2016) ainda explica que alguns antibidticos t€ém amplo espectro, ou seja, sdo

aqueles que atuam simultaneamente contra varios tipos de bactérias e por isso possibilitam o

tratamento antes mesmo da identificacdo do microrganismo, no entanto, possuem a desvantagem

de agir também contra a microbiota normal do hospedeiro. Por isso, a escolha do antimicrobiano

mais indicado deve-se levar em considera¢do aquele que apresente, simultaneamente, maior

eficacia, menor efeito colateral, baixo custo e baixa capacidade de induzir, por pressdo seletiva, a

resisténcia.

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ entendida por Sousa (2014) como sendo um

fendomeno genético as mudangas no seu ambiente, relacionando-se a presenca de genes contidos
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no microrganismo que codifica diferentes mecanismos bioquimicos e impedem a acdo da droga,
com isto ¢ importante que a sociedade reflita sobre a disseminacdo de microrganismos
resistentes, proveniente do mal uso dos antimicrobianos pelos médicos.

Lucena (2017) explica que o aumento na demanda por novos antimicrobianos levou a
varias investigacdes em dire¢cdo a busca de efeitos antimicrobianos de fitoquimicos extraidos de
uma variedade de espécies de origem botanica. Muita aten¢do tem sido dada aos produtos
naturais, que tem ganhado espaco nas pesquisas relacionadas com atividade antimicrobiana,
depois de ter sido comprovada sua agdo. Além disso, esse conhecimento tem sido de real
importancia para laboratdrios farmacéuticos no desenvolvimento de novas drogas, ja que esses
vegetais t€ém grandes chances de apresentarem baixo custo e facil acesso na regido onde tais
espécies sao encontradas, promovendo assim beneficios de promogao da saude.

Segundo Ferreira; Lourenco; Baliza (2014), pesquisa etnobotinica e etnofarmacoldgica
registra e documenta o conhecimento tradicional e a informagdo sobre os usos empiricos das
plantas, os quais estdo em franco processo de desaparecimento. A Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) reconhece o valor dos trabalhos etnobotanicos, além de estimular as comunidades
a identificar suas proprias tradi¢cdes em relacdo as terapias, e explorar praticas seguras e eficazes
para posterior utilizagdo em cuidados primarios de saude.

E importante salientar que o estudo etnobotdnico é um trabalho multidisciplinar e
envolve biologos, engenheiros florestais, engenheiros agrénomos, antropdlogos, médicos,
quimicos e demais profissionais. No Brasil e em varios outros paises, os diversos trabalhos
etnobotinicos proporcionam o conhecimento das espécies que sdo utilizadas, servindo como
instrumento para delinear estratégias de utilizacdo e conservagdo das espécies nativas € seus
potenciais. Vale salientar que o Brasil abriga em seu territorio uma das floras mais ricas do
globo, da qual 99,6% sdo desconhecidas quimicamente. Na satide publica, estas informagdes
etnobotinicas quando comprovadas cientificamente, podem ser utilizadas pela sociedade
podendo ser mais acessivel em relacdo ao custo/beneficio (SILVA, 2012).

Fonseca e Pereira (2004), dizem que as plantas sdo capazes de produzir diferentes
substancias toxicas em grandes quantidades, atuando diretamente para sua defesa contra virus,
bactérias, fungos e animais predadores. Tais substancias vém sendo estudadas e caracterizadas.
Segundo os autores mencionados, de acordo com a OMS, aproximadamente 80% da populagao
utilizam medicamentos a base de produtos naturais no alivio de alguma sintomatologia
desagradavel. H4 uma riqueza muito grande na flora brasileira, estimada em 120 mil espécies,

das quais apenas 1% tem sido estudada, do ponto de vista fitoquimico ou farmacologico.
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Apesar do desenvolvimento nas areas de sintese orgdnica, microbiologia industrial,
biologia molecular, parte dos firmacos permanece sendo obtida a partir de matérias-primas
vegetais. A natureza evoluiu ao longo do tempo para produzir uma grande diversidade de
metabolitos secundarios. Os extratos de produtos naturais foram os primeiros, e durante muito
tempo, os unicos medicamentos disponiveis para a humanidade. Produtos naturais representam
uma fonte rica em compostos biologicamente ativos e sdo um exemplo de diversidade molecular,
com grande potencial na descoberta e desenvolvimento de medicamentos (BEKAI, 2010;
AVILA, 2008).

Para compreender melhor o fAirmaco, o uso terapéutico e a fonte, o Quadro 4 listara de
forma ilustrativa os firmacos com importancia terapéutica atual, obtidos exclusivamente de

matérias-primas naturais.

Quadro 4. Exemplos de medicamentos obtidos a partir de produtos naturais

Farmaco Classe terapéutica Fonte

Artemisina Antimalarico Artemisia annua L.
Atropina Anticolinérgico Atropina belladonna L.
Bacitracina Antibacteriano Bacillus licheniformis
Capsaicina Anestésico topico Capsicum spp.
Captopril Antihipertensivo Bothrops jararaca
Ciclosporina Imunossupressor Tolypocladium inflatum
Colchicina Antirreumatico Colchicum autumnale L.

Digoxina, digitoxina

Insuficiéncia cardiaca

Digitalis purpurea

Equinocandina Antimicotico Aspergillus nidulans
Escopolamina Antiparkinsoniano Datura spp.
Estatinas Tratamento das dislipidemias Aspergillus terreus
Krestin Antitumoral Coriolus versicolor
Lentinam Antitumoral Lentinus edodes

Morfina, codeina

Analgésico, antitussigeno

Papaver sominiferum L

Paclitaxel

Cancer (ovario)

Taxus brevifolia

Penicilina

Antibacteriano

Penicillium chrisogenum
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Pilocarpina Antiglaucomatoso Pilocarpus jaborandi Holmes
Quinina Antimalarico Cinchona spp.

Reserpina Anti-hipertensivo Rauwolfia spp.

Shizophyllan Antitumoral Schizophyllum commune
Tubocurarina Bloqueador neuromuscular Chondodendron tomentosum
Vidarabina Antiviral Streptomyces antibioticus
Vimblastina, Antitumorais Catharantus roseus G. Don
vincristina

Fonte: Adaptado Bekai (2010, p. 27); Avila (2008, p. 24).

Avila (2008), pondera que em diversos trabalhos que visam demonstrar atividade
antibacteriana de produtos naturais, sdo descritos diferentes métodos para detectar tal atividade.
Esses métodos ndo sdo igualmente sensiveis ou baseados sob o mesmo principio.
Consequentemente, os resultados obtidos também passam a ser profundamente influenciado nao
somente pelo método selecionado, mas também pelos microrganismos usados para fazer o teste e

pelas caracteristicas de solubilidade de cada substancia em estudo.

3.4 CARACTERIZACAO DO CAJA Spondias mombin L.

A familia Anacardiaceae engloba diversas espécies, possuindo aproximadamente 81
géneros e 800 espécies. No Brasil, estdo catalogados 14 géneros com 57espécies, sendo 14
espécies endémicas. Entre as espécies frutiferas importantes destacam-se as do género Spondias,
como por exemplo, Spondias mombin L. (cajazeira), Spondias purpurea L. (sirigueleira),
Spondias cytherea Sonn. (cajaraneira), Spondias tuberosa Arr. Cam. (umbuzeiro) e Spondias
spp. (umbu-caja e umbuguela) (SILVINO. SILVA; SANTOS, 2017; SANTOS et al., 2018).

Falando em especial da cajazeira (Spondias mombin L.), essa planta trata-se de uma
arvore frutifera ¢ distribuida em todo o territdrio brasileiro, sendo o seu fruto conhecido por
diversos nomes regionais, incluindo taperebd na Amazonia, pequeno caja no sudeste, cajamirim
no sul, ou simplesmente caja no nordeste. Essa espécie possui flores hermafroditas, estaminadas
e pistiladas, com aparente ocorréncia de protandria, o que propicia a polinizagdo cruzada e a
variabilidade genética nos pomares de plantas oriundas de sementes (SOARES et al., 2006;

MAYER, 2017).
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Tendo por base Menezes (2011), a semente do caja ¢ claviforme e reniforme, medindo
1,2cm de comprimento e 0,2 de largura, com dois tegumentos de consisténcia membranacea,
coloragdo creme e superficie lisa. As frutas sdo importantes para a saude humana, contribuindo
para o fornecimento de calorias, sais minerais, vitaminas, fibras e dgua. As caracteristicas fisico-
quimicas de frutas de uma determinada espécie variam de acordo com o fator genético, a época
da colheita, o estdgio de maturacdo e tratos culturais. A fisico-quimica da cajazeira tem

aproximadamente: 82,7% de umidade, 6,78% de acgucares redutores, 0,001% de Ca’ e 1,13g de

fibras, a Tabela 1 descrevera algumas dessas caracteristicas.

Tabela 1: Caracteristicas fisicas e quimicas do caja.

Caracteres Quantidade
Fruto (g) 83a2l,9
Casca (g) 0,9a2,9
Casca % 8,4al18,7
Endocarpo (g) 2,0a44
Endocarpo % 15,7a31,1
Polpa (g) 6,0 a 14,6
Polpa % 56,0 a 73,3
Valor energético (cal/100g) 21,8a70,0
Carboidratos (cal/100g 8,7a13,8
Proteinas 0.8al14
Lipideos (cal/100g) 0,1a2,1
Fibras (cal/100g) 1,0a1,.22
Cinzas (cal/100g) 0,6 20,7
pH potencidometro 24a3,0
Soélidos soltveis em brix a 20°C (cal/100g) 11,4a15,0
Acido total (ac. Citrico) g/100g 0,9a1,6
Acucares redutores g/100g 6,1 a10,8
Célcio (mg/100g) 26,0a31,4
Fosforo (mg/100g) 31,0240,0
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Ferro (mg/100g) 2,2a2,8
Acido ascorbico (mg/100g) 11,0 a 166,0
Pré-vitamina A (ng/100g) 70,02 71,0
Tiamina (mg/100g) 0,08 a 0,09
Riboflavina (mg/100g) 0,05 a 0,06
Niacina (mg/100g) 0,5

Fonte: Adaptacao Menezes (2011, p. 29).

Com relagdo ao fruto da cajazeira, Silvino. Silva; Santos (2017), destacam que ele ¢
extremamente aromatico, o seu comprimento ¢ o peso sdo considerados fatores importantes na
escolha de frutos destinados as industrias, como a de sucos. O caja tem um aspecto funcional
relevante, pois possui elevado teor de carotenoides, vitamina C e taninos, os quais podem ser
atuar como substancias antioxidantes colaborando para o aumento do consumo ¢ interesse das
industrias alimenticias que o utiliza como matéria-prima.

Com base em Lima (2016), as cascas do caule de S. mombin L. tém efeito abortivo,
podendo ser utilizados também como antidoto em picadas de serpentes € como substancias
eméticas. As folhas sdo indicadas na forma de gargarejos como adstringentes para inflamagdes
na cavidade oral e na garganta. O uso terapéutico também pode ocorrer em casos de prostatite,
herpes labial, uretrite, cistite e conjuntivite, além de serem usados como antidepressivos,
antiborrifaciente, ¢ no tratamento de doencas venéreas e tumores.

Medeiros et al. (2012), acrescentam que o chéd das folhas da cajazeira ¢ utilizado ha
bastante tempo, por suas propriedades anti-virotica. Isolados das folhas e talos desta espécie
demonstraram atividade pronunciada contra os virus Herpes simples tipo 1 e Coxsackie B2, e
atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes e Mycobacterium
Sfortuitum.

Segundo Mayer (2017), explica que em estudos in vitro, os extratos aquosos € etandlicos
de folhas de S. mombin inibiram o crescimento bacteriano. A atividade antibacteriana do caja
ocorre pela presenca do derivado de 4&cido anarcédico, outros compostos secundarios foram
isolados das folhas e cascas desta espécie, identificados como dacido 2-O-cafeicol-(+)-
alohidroxicitrico e butil éster de acido clorogénico, que demostraram consideravel atividade
antiviral, bem como o &cido elagico e a quercetina, isolados das folhas, que apresentaram

atividade antiviral contra o virus da dengue tipo 2.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE PESQUISA

A presente pesquisa consiste em um estudo do tipo exploratoria, que segue o
procedimento técnico experimental com abordagem quantitativa. O método experimental
delineia-se, especialmente, ao submeter os objetos de estudo a influéncia de certas varidveis, que
em condi¢cdes controladas e conhecidas pelo investigador apropria-se da observa¢dao dos
resultados que a varidvel produz no objeto. Tem sido referido na literatura que parte significativa
dos conhecimentos obtidos nos ultimos trés séculos se deve ao emprego do método
experimental, que pode ser considerado como o método por exceléncia das ciéncias naturais

(PRADONOV; FREITAS, 2013).

4.2 LOCAL DA PESQUISA

Esta pesquisa foi desenvolvida em parceria com os Campi de Pombal e de Cajazeiras da
Universidade Federal de Campina Grande. Em Cajazeiras, teve-se o suporte do Laboratorio de
Microbiologia, Parasitologia e Patologia do Centro de Formacdo de Professores (CFP) da
UFCG, onde foram desenvolvidos os ensaios in vitro, propiciando os testes e obtengdo dos

resultados.

4.3 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico para obtencdo das folhas da planta cajazeiras (Caja) foi
abundantemente coletado na diversa populacdo da planta existente havia mais de trés décadas na
area do Campus de Cajazeiras.

O local onde essas plantas existem na cidade Cajazeiras representa uma importante
amostragem das condig¢des do Semidrido nordestino, regido onde a planta cajazeiras tem proficua
adaptagdo, sendo frondosas em determinadas épocas do ano, florescem e produzem seus frutos,
denominados “Caja”, o principal produto de consumo humano. Sua folhagem, casca ¢ bastante
espessa, € suas flores ndo sdo de uso comum da populagdo, porém, sdo apreciadas por animais

bovinos. Nesse estudo, o material utilizado foi a folhagem, que apds coletada foi submetida as
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técnicas cientificas de extragdo de produto aquoso para verificagdo de sua atividade

antibacteriana.

4.3.1 Preparacao do extrato

As folhas obtidas diretamente das plantas de Caja, foi pesada, macerada e em seguida
submetida a solugdo hidroalcéolica na concentragdao de 1:1 por 72 horas. Em seguida a solugao
sera filtrada e o alcool evaporado. A secagem do extrato foi realizada através da técnica de spray
drying (secagem por atomizagdo) com o uso do equipamento Mini-spray dryer MSDi 1.0
(Labmagq do Brasil), utilizando bico aspersor de 1,2 mm, nas seguintes condi¢des operacionais:
a- controle de fluxo: 500 mL/h; b) temperatura de entrada: 120+2° C; c) temperatura de saida:
74+2° C; d) vazio de ar de atomizagio: 45 L/min; e) vazio do soprador: 1,4 m*/min. O processo
de secagem por atomizagdo consiste na mudan¢a de um produto que se encontra no estado fluido
para o estado s6lido em forma de po, através de sua passagem em um meio aquecido, numa

operagdo continua (MASTERS, 1991).
4.4 ATIVIDADE CONTRA BACTERIAS
4.4.1 Microrganismos

Os experimentos serdo realizados com as linhagens padrdes de Enterobactérias de
linhagens diarreiogéncias, todas obtidas da cole¢do de microrganismos do Laboratorio de
Microbiologia do Centro de Formagdo de Professores (CFP/UFCG). Os estoques de culturas
serdo mantidos em Agar Heart Infusion (HIA) e armazenados em refrigerador.

4.4.2 Antibibticos

Para avaliar a atividade moduladora da a¢do antibiotica das enterobaterias (E. coli,

Salmonella e Shigella) foi utilizado o antibidtico, ciprofloxacino.

4.4.3 Concentragao Inibitoria Minima — CIM
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A concentracdo inibitoria minima (CIM pg/mL) sera determinada em caldo Brain Heart
Infusion (BHI 10%) pelo método de microdilui¢do, usando uma suspensdo de 105 (Unidade
Formadora de Colonia) UFC/mL (para escala de Mcfarland 0,5) e uma concentragdo do EHFCC
1024 pg/mL diluida sequencialmente pelo titulo 1:2 (JAVADPOUR et al., 1996). Seguindo os
ensaios, sera preparado o meio de distribuicdo em tubos estéril utilizado 100 pL do in6culo em
900 pL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente o contetido do tubo serd transferido para
placa de microdilui¢do de 96 pocos, em sentido horizontal. Sera utilizado 100 uLL em cada pogo,
perfazendo 10 pocos. ApOs essa etapa, sera realizada a microdilui¢ao das substancias sendo 100
pL nesse meio até pentltima cavidade (1:1). Na ultima cavidade ndo serd adicionada por ser o
controle de crescimento. As concentragdes variaram de 1024 ug/mL a 2 pg/mL. Apods 24h foi
realizado a leitura das placas por visualizagdo de mudanga de cor do meio caracterizado pela
adi¢do de 20 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). A leitura desse
experimento tem como caracteristica a mudanca de cor do meio de azul para vermelho indicando
a presenca de crescimento bacteriano, ¢ a permanéncia em azul a auséncia de crescimento. A
CIM sera definida como a menor concentracao na qual nenhum crescimento for observado. E
servira para a avaliagdo das substancias como moduladoras da resisténcia aos antibidticos, a
concentracgdo subinibitéria serd determinada pelo CIM/8 para PA-ATCC9027 e PA15. Os testes

serdo realizados em triplicata.

4.4.4 Modulagao

Para avaliar a atividade moduladora da agao de antibioticos os testes serao realizados em
triplicata. Cada pog¢o da placa de microdiluicdo conterd o extrato da propolis vermelha em
concentracao subinibitoria de forma constante ¢ os antibioticos em concentragdes decrescentes,
partindo de 2500ug/mL, diluidas sequencialmente 1:2 até 2,4pg/mL, sendo misturadas em caldo
BHI 10%, este preparado com 4gua destilada estéril. Em cada pogo serd adicionado 100uL de
caldo BHI 10% como 128ug/mL do extrato da propolis vermelha que sera definida e inoculo
bacteriano (105 UFC/mL). No primeiro pogo serd adicionado 100uL de uma solucdo do
antibidtico com 5000pg/mL procedendo a diluicdo sequencial com titulo 1:2 nos pocgos
seguintes. As placas serdo incubadas a 37°C e lidas depois de 24h, com revelagdo pela

resarzurina como descrito na determinacao do CIM. O teste foi realizado em triplicata.

4.5 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram expressos em valores de média e + erro padrao da média. A diferenca
entre os grupos sera avaliada pela analise de variancia de uma via (ANOVA). Quando o valor de
F for significativo, comparagdes post hoc foram feitas pelo teste de Newman-Keuls. As analises
foram realizadas usando GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA).

Valores de P < 0,05 serdo considerados estatisticamente significantes.

4.6 IMPACTO REGIONAL

O possivel impacto que apresenta essa pesquisa para oferta regional de condigdes de
tratamento alternativo das doencas diarreicas constitui-se em importante ferramenta de facil
acesso e de formulagdo pela populagdo, que ja incorpora habitos de uso de chas e outros extratos
da vegetacdo da Caatinga, no tratamento de varias doengas. Contudo, a proposta dessa pesquisa
vem contribuir com indicadores cientificos que vao além dos costumes regionais, mas com base
em respostas experimentais, incialmente in vitro. Entretanto, abre-se uma janela de importante
pesquisa promissora, quando em estudos mais aprofundados venha a ser testado em modelos

animas, ¢ finalmente, na populagdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados inerentes a pesquisa experimental realizada
com as linhagens padrdes de Enterobactérias de linhagens diarreiogéncias. Para tal, foi
observado a mudanga de cor do meio de azul para vermelho indicando a presenga de crescimento
bacteriano e a permanéncia em azul, a auséncia de crescimento.

Ao se iniciar o teste (Figura 2) foi colocado o in6culo com os antibidticos (B - BENZETACIL e

C - CIPROFLOXACINO) e in6culo com a amostra (A) como pode ser visto na placa.

Figura 2: Inicio do teste - Inoculo com os antibidticos (B - BENZETACIL e C -
CIPROFLOXACINO) e Inoculo com a amostra (A)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 3: Inicio do teste - Inoculo com os antibidticos (B - BENZETACIL e C -
CIPROFLOXACINO) e In6culo com a amostra (A)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Figura 4: Inicio do teste - Inoculo com os antibidticos (B - BENZETACIL e C -
CIPROFLOXACINO) e In6culo com a amostra (A)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 5: Inicio do teste - Inoculo com os antibidticos (B - BENZETACIL e C -
CIPROFLOXACINO) e In6culo com a amostra (A)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Figura 6: Inicio do teste - Inoculo com os antibioticos (B - BENZETACIL e C -
CIPROFLOXACINO) e In6culo com a amostra (A)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Apds o periodo de 24 horas em estufa BOD, observou-se por meio de coloragdo com
nemesulida, que os antibidticos apresentaram eficacia diante da bactéria E. coli, entretanto a
amostra analisada ndo apresentou potencial para o controle do microrganismo.

Ao ser inoculado a Benzetacil (B) e o Ciprofloxacino (C) na placa, notou-se que houve
um crescimento bacteriano somente ao final do experimento, como pode ser observado na Figura

7, 8,9 ¢ 10.

Figura 7: Crescimento bacteriano ao ser inoculado a Benzetacil (B) e o Ciprofloxacino (C) na

placa

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Tendo por base o estudo realizado por Mayer (2017), os experimentos envolvendo o
extrato da folha de S. mombin L. confirma o seu potencial antimicrobiano, atribuindo-o a sua
composi¢do quimica, representada pela presenca polifendis, flavonoides, taninos e saponinas,
visto que os compostos fendlicos, flavonoides e taninos sdo substancias conhecidas por sua

importante agdo antimicrobiana.
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Figura 8: Crescimento bacteriano ao ser inoculado a Benzetacil (B) e o Ciprofloxacino (C) na

placa

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Figura 9: Crescimento bacteriano ao ser inoculado a Benzetacil (B) e o Ciprofloxacino (C) na

placa

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 10: Crescimento bacteriano ao ser inoculado a Benzetacil (B) e o Ciprofloxacino (C) na

placa

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Na etapa seguinte foi-se utilizada o CIM/8, compondo in6culo, amostra e antibiotico (B -
BENZETACIL e C - CIPROFLOXACINO), onde apds 24 horas realizou-se a coloracdo com
nimesulida, demonstrando que a amostra apresenta antagonista com a eficacia do antibidtico,
permitindo a perca da eficacia do medicamento, como pode ser observado nas Figuras 11 e 12 a

seguir:

Figura 11: Utilizacdo do CIM/8 compondo indculo, amostra e antibidtico (B - BENZETACIL e
C - CIPROFLOXACINO)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 11: Utilizagdo do CIM/8 compondo indculo, amostra e antibidtico (B - BENZETACIL e
C - CIPROFLOXACINO)

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

No estudo realizado com por Silva et al. (2014), percebeu-se que a atividade
antibacteriana ocorre pela presenca do derivado de 4&cido anarcadico, isolado das folhas da
cajazeira (S. mombin), que possui a capacidade de inibir a P-lactamase, atividade atribuida
também ao acido clavulanico, antibacteriano comercialmente conhecido.

Silva et al. (2012) acrescentam a essa discussdo que os compostos acima mencionados
podem ser responsaveis total ou parcialmente pelas atividades biologicas dos extratos brutos e
das fragdes obtidas do extrato metanolico. Resultados experimentais mostraram diferentes niveis
de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim como contra o fungo. O
extrato metandlico de Spondias sp. demonstrou inibi¢do no crescimento dos microrganismos
Staphylococcus aureus, M. luteus e Candida albicans. Estes dados indicam a presenca de
promissoras substincias com atividades antifungicas e antibacterianas, in vitro, assim como o
presente estudo. Resultados estes comparados ao ciprofloxanino, penicilina e clorexidina, usados

comumente como controles positivos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hidroalcodlico da Spondias mombin L. (Cajd) sobre agentes enterobactérias
eiarreiogéncias da folha da cajazeira possui atividade antibacteriana sobre a Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

A concentragdo inibitdria do extrato da Spondias mombin L. (Cajd) possui atividade
clinicamente relevante para Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), pois o valor do CIM >
1024 pg/mL.

O antibidtico Ciprofloxacino demonstrou atividade antibacteriana contra esta cepa mas,
em associagdo com extrato hidroalcodlico da Spondias mombin L. (Caji) obteve éxito. A
Benzilpenicilina demonstraram nao possuir este tipo de acao isoladamente.

Novas pesquisas devem ser realizadas posteriormente para maiores detalhes.
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