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RESUMO

O uso de antimicrobianos indiscriminadamente tende a levar a aquisicdo de mecanismos
de resisténcia por parte dos microrganismos o que acaba promovendo um aumento de
morbidade e mortalidade entre pessoas e animais. Sendo assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de tratamentos alternativos adjuvantes a essas doengas a fim de auxiliar
0s pacientes na promoc¢ao de alternativas aos tratamentos alopaticos pré-existentes. Este
trabalho avaliou o potencial antimicrobiano do jambu (Acmella oleracea), nativo da
Amazébnia, cultivado em condi¢cdes climaticas do sudoeste paranaense. A pesquisa
realizou-se nas Areas Experimentais da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), do
campus Realeza, no estado do Parana. A coleta das sementes de jambu foi realizada no
municipio de Macapa, Amapa, precedida da preparacdo do solo utilizando adubagao
organica, o plantio, a colheita, dessecacédo, posterior trituragdo e obtencdo do Extrato
Bruto (EBAc) através de extracéo alcodlica. A fim de extrair o Oleo Essencial (OEAc) e o
Hidrolato (HIAc) do jambu utilizaram-se diferentes técnicas de destilacdo, sendo
posteriormente avaliados contra alguns patégenos de origem microbiana importantes em
medicina veterinaria e utilizando-se dos testes de disco-difusdo (Kirby-Bauer),
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) ou
concentragcdo fungicida minima (CFM), para bactérias e fungos, respectivamente, seus
dados foram avaliados utilizando-se o teste de Scott-Knott. Os resultados encontrados
sugerem que os compostos do jambu tém significativo efeito antimicrobiano “in vitro”,
principalmente com relagdo aos fungos, o que corrobora dados ja pré-existentes sobre o
uso do jambu e viabiliza a realizagao de testes “in vivo” a serem realizados futuramente.

Palavras-chave: Jambu. Fitoterapia. Oleo essencial. Extrato bruto. Hidrolato.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobials tends to lead to the acquisition of resistance
mechanisms by microorganisms, which ends up promoting an increase in morbidity and
mortality among people and animals. Therefore, it is necessary to develop adjuvant
alternative treatments for these diseases in order to assist patients in promoting
alternatives to pre-existing allopathic treatments. This work evaluated the antimicrobial
potential of jambu (Acmella oleracea), native to the Amazon, cultivated under climatic
conditions in southwestern Parana. The research was carried out in the Experimental
Areas of the Federal University of Fronteira Sul (UFFS), on the Realeza campus, in the
state of Parana. The collection of jambu seeds was carried out in the city of Macapa,
Amapa, preceded by soil preparation using organic fertilization, planting, harvesting,
desiccation, subsequent crushing and obtaining the Gross Extract (EBAc) through
alcoholic extraction. In order to extract the Essential Oil (OEAc) and the Hydrolate (HIAc)
from the jambu, different distillation techniques were used, which were later evaluated
against some pathogens of microbial origin important in veterinary medicine and using
disk-diffusion tests (Kirby-Bauer), minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (CBM) or minimum fungicidal concentration (CFM), for bacteria
and fungi, respectively. Which were later quantified by the serial microdilution methodology
and their data were evaluated using the Scott-Knott test. The results found suggest that
jambu compounds have a significant “in vitro” antimicrobial effect, especially with regard to
fungi, which corroborates pre-existing data on the use of jambu and makes it possible to

carry out “in vivo” tests to be performed in the future.

Keywords: Jambu. Phytotherapy. Essential oil. Crude extract. Hydrolate.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Diametro médio dos halos inibitérios formados de acordo com cada cepa

bacteriana (mm)............... 22

Tabela 2 — Percentual de dose necessaria para CIM e CBM das bactérias (%)

Tabela 5 — Média da quantidade de composto utilizado para inibicdo ou morte dos

microrganismos (%) ......... 26



CBM
CFM
CIM
EBAc
HIAc
OEAc
UFFS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Concentracgao bactericida minima
Concentragao fungicida minima
Concentragao inibitéria minima
Extrato Bruto de Acmella Oleracea
Hidrolato de Acmella Oleracea

Oleo essencial de Acmella Oleracea

Universidade Federal da Fronteira Sul



1.1
1.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

SUMARIO

INTRODUGAO...... oottt e, 12

OBJETIVO GERAL......ui e 14
OBJETIVO ESPECIFICO.......iiiiiiieee e 14
REVISAOLITERARIA ..., 15
METODOLOGIA. . ... 17

SEPARAGCAQO E PREPARO. ........ciiiiiiiiiee e 17
EXTRAGAQO DOS COMPOSTOS......euuieeiiiiiiee e, 17

SELECAO DOS MICRORGANISMOS...........oveieiiiiieeeeiieeeeean 17
PREPARAGAO DOS INOCULOS..........ovvviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 18
PADRONIZACAO DOS MICRORGANISMOS...........cccovvviiiinnnnn.. 18
TECNICA DE DISCO-DIFUSAO. ........ovvviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 18
CBM E CFM. .. 19
M 20
RESULTADOS E DISCUSSAO............ccooviiiiieeeieiiieeeeeeee, 21
CONSIDERAGOES FINAIS............ccoovviiiiiieiiiiiee e, 27

REFERENCIAS. ... e 28



11

1 INTRODUGAO

Tem-se buscado alternativas para o uso de medicamentos alopaticos,
seja para complementar um tratamento ou mesmo realiza-lo em sua
totalidade, diminuindo assim a carga artificial dos medicamentos alopaticos e
seus efeitos colaterais, sem comprometer a eficacia do tratamento. O uso de
medicamentos fitoterapicos, que sao aqueles cuja matéria prima deriva de
uma planta com potencial medicinal conhecido (PIRES et al., 2014), tem
crescido muito devido ao seu alto potencial terapéutico (MENESES et al.,
2018), versatilidade, baixo custo e facil acessibilidade (PORSANI et al., 2016).

O jambu (A. oleraceae) é uma planta herbacea, de pequeno porte, que
possui hastes rasteiras e ramificadas e pertence a familia Asteraceae
(RODRIGUES et al., 2016). No Brasil, essa planta & proveniente da Amazonia
oriental, e também esta presente no Amapa e Para, tratando-se de uma
planta perene e anual, que apresenta notavel exigéncia hidrica e se adapta
melhor a climas quentes e umidos (CHENG et al, 2015). E utilizada,
principalmente, para fins culinarios e na medicina popular local, tendo como
principais aplicacbes o uso em dores de dente, de estdbmago, anemias,
reumatismo, tuberculose, além do seu uso na forma de tempero em pratos
tipicos como o pato no tucupi e tacaca (NEVES, 2016). Foram encontrados
ainda trabalhos que relatam seu uso apresentando resultados positivos como
antitussigeno em ratos (MELLO e MELLO, 2007), para controle de
ectoparasitos e endoparasitos na bovinocultura (SPRENGER et al., 2015),
cicatrizante em caes (PORSANI et al.,, 2016), na piscicultura como anti-
helmintico (MENESES et al., 2018) e como tratamento alternativo para gatos
obstruidos (TREVISAN et al., 2016). De acordo com Borges et al. (2016),
possui agao antinociceptiva, inseticida, antimicrobiana, antifungica, além de
atuar como anestésico local e prevenir a formacao de radicais livres. Destaca-
se ainda por apresentar efeitos antioxidantes, antimutagénicos,
neuroprotetores e antineoplasicos (BARBOSA et al, 2016), sendo alvo de
interesse das industrias farmacéuticas, de cosméticos, de medicamentos e
alimentos (NAKATANI e NAGASHIMA, 2014).

Em sua composi¢ao, podem ser encontradas diversas substancias quimicas
que justificam ampla utilizagdo, destacando-se o espilantol, trans-cariofileno,
d-germacreno, I-dodeceno e espatulenol (BORGES et al., 2016; YAMANE et
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al, 2016). O espilantol, devido a sua agao bactericida e antifungica, favorece
tratamentos de afecgdes relacionadas a patdgenos da pele, além de
promover aumento da velocidade do processo de cicatrizagao (HUANG et al,
2019).

Sua acao bactericida se da em maior proporgao com o uso do EBAc,
que é obtido por extracdo alcodlica, seguida de evaporagao do solvente
utilizado, sendo o hexano, o composto alcodlico de uso mais comum nesse
processo, o que potencializa a seu efeito antibacteriano (FRANCA et al.,
2016). Sua agcao é de amplo espectro, sendo utilizado contra as seguintes
cepas: Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
paratyphi, Salmonella typhi, Shigella boydii, Salmonella dysenteriae, Vibrio
mimicus e Vibrio parahaemolyticus, apresentando ag¢ao antibacteriana de
moderada a significativa em todas as culturas testadas (AHMED et al., 2012).
Ja sua propriedade antifungica, da-se pela acao do OEAc extraido da flor que
€ a porgao com maior concentracdo dessa substancia, sendo capaz de inibir
algumas espécies fungicas como Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus,
Fusarium oxysporum e Fusarium moniliformi (DUBEY et al, 2013).

Pode-se ainda utilizar outras técnicas com a finalidade de auxiliar a
obtengdo de resultados que carecem na literatura sobre o jambu como os
testes de CIM, que seleciona a menor concentragéo do principio ativo capaz
de inibir o microorganismo, sendo realizada a leitura desses resultados
utilizando o espectrofotdmetro e comparando a absorbancia em cada um dos
micropogos obtidos. Tem-se ainda o teste de CBM ou CFM que por sua vez
considera a menor concentragdo dos compostos utilizados que seja capaz de
causar a morte dos microrganismos, para isso utiliza-se um composto auxiliar
para visualizagao de viabilidade celular, sendo necessaria para realizagao de
ambas as técnicas a realizacdo de microdiluicdo seriada prévia
(MAGALHAES et al., 2017).
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi estudar o potencial antimicrobiano

de A. oleraceae contra patdgenos infecciosos de importancia veterinaria.
1.2 OBJETIVO ESPECIFICO
O objetivo especifico foi avaliar a agcdo do OEAc, HAc e do EBAc contra

bactérias e fungos de importancia veterinaria, por meio dos testes de Difusédo
em disco (Kirby-Bauer), CIM e CBM ou CFM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O jambu (A. oleraceae) é uma planta herbacea, de pequeno porte, que possui
hastes rasteiras e ramificadas, pertence a familia Asteraceae e ao género Acmella, é
comumente encontrada na regido das Américas e Africa. Por tratar-se de uma planta
com elevado teor de umidade, fica sujeita a uma vida util diminuida, para contornar
tal situacdo pode-se utilizar processos que promovam sua secagem e acomodagao
adequada, a fim de evitar a diminuicdo de suas propriedades microbioldgicas,
preservar suas reagdes enzimaticas e fisicas, além de diminuir seu peso e volume,
facilitando assim o seu transporte (BARBOSA et al, 2016).

E bastante utilizada na cultura local, tendo como principais aplicagées o uso
na medicina local e em forma de tempero em pratos tipicos como o pato no tucupi e
tacaca, possui sabor apimentado e é capaz de causar uma sensacgao de dorméncia
na cavidade oral ao ser ingerida (NEVES, 2016). Sendo ainda objeto de interesse
das industrias farmacéuticas, de cosméticos, de medicamentos e alimentos, pois,
devido a sua ampla aplicacédo pode ser utilizado na formulagao de cremes dentais,
cremes antirrugas, suavizantes, chicletes, entre outros (NAKATANI e NAGASHIMA,
2014).

Em sua composi¢cdo podem ser encontradas diversas substancias quimicas
que justificam uma ampla utilizagdo, destacando-se o espilantol, trans-cariofileno,
germacreno D, |-dodeceno e espatulenol (BORGES et al, 2016). Dentre estas, o
espilantol é a mais utilizada, seguido do trans-cariofileno e do germacreno-D, sendo
ambas as substancias encontradas em grande quantidade na planta (BORGES et al,
2012), o espilantol destaca-se devido a sua agao bactericida e antifungica (HUANG
et al, 2019), além de sua aplicagdo no controle bioldgico de culturas (BORGES et al,
2012).

Estudos realizados sob a forma de analise sensorial e quimica indicam que as
propriedades antimicrobianas se mantém mesmo apds o0 processo de secagem e
utilizagdo do produto em composi¢cdes alimenticias, inibindo o crescimento de
Salmonella spp. e diminuindo consideravelmente a presenga de coliformes e
estafilococos coagulase positivo, sem promover altera¢cées de sabor, cor, aroma ou
textura dos alimentos (BARBOSA et al, 2016). Além disso, pode auxiliar o tratamento
de bacteremias e fungemias decorrentes de mucosite em pacientes que fazem

quimioterapia, aliviando os sintomas, atuando na recomposi¢do da microbiota, e
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mostrando-se assim com notavel potencial para prevenir e tratar tais afecgdes
(FREITAS-BLANCO et al, 2019).

Sua acao antifungica é relatada em diversos estudos, apresentando efeito
fungistatico com a inibigdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae, utilizando
uma dose de 25 ug/mL de OEAc (MOLINA-TORRES; GARCIA-CHAVEZ; RAMIREZ-
CHAVEZ, 1999), e fungicida contra Fusarium oxysporium, Fusarium moniliformis,
Aspergillus niger, Aspergillus paraciticus (RANI e MURTY, 2006), e Candida albicans
(AHMED et al, 2012), sendo em ambos os testes utilizado o método de disco difusdo
ou Kirby-Bauer, que avalia a formacao de halos inibitérios em cada placa de Petri,
sendo o tamanho dos halos diretamente proporcional a quantidade de espilantol em
cada fragao extraida do-jambu (RANI e MURTY, 2006).

Sua acdo bactericida se da em maior proporgdo com o uso do EBAc, esta
acdo é de amplo espectro, sendo utilizado contra as seguintes cepas: Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi, Salmonella typhi,
Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Vibrio mimicus e Vibrio parahemolyticus,
apresentando ac¢do antibacteriana de moderada a significativa em todas as culturas
testadas. Para realizacdo dos testes, as bactérias foram cultivadas em agar
nutriente, sendo mantidas em estufa por 24 horas, e posteriormente realizou-se teste
de Disco-difusdo em cada cultura, avaliando-se o halo inibitério formado (AHMED et
al, 2012).

Pode-se ainda utilizar outras técnicas com a finalidade de auxiliar a obtengao
de resultados que carecem na literatura sobre o-jambu, como os testes de CIM que
seleciona a menor concentracdo do principio ativo capaz de inibir totalmente o
crescimento microbiano, sendo realizada leitura desses resultados utilizando o
espectrofotbmetro e comparando a absorbancia em cada um dos micropogos
obtidos, e o teste CBM ou CFM, que por sua vez considera a menor concentragao
dos compostos utilizados que seja capaz de impedir o crescimento bacteriano e
fungico visivel, para isso utiliza-se um composto auxiliar para visualizagdo de
viabilidade celular, sendo necessaria para realizacdo de ambas as técnicas a

realizacdo de microdiluicio seriada prévia (MAGALHAES et al, 2017).
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3 METODOLOGIA

3.1 SEPARACAO E PREPARO

Apés a separagédo das sementes do jambu, seguiu-se com a preparagao das
mudas, que foram acondicionadas em estufa localizada nas areas experimentais da
UFFS Realeza e posteriormente foram realocadas para os canteiros experimentais
localizados no mesmo lugar. Por um periodo de aproximadamente trés meses a
planta cresceu e posterior a isso foi realizada a colheita das plantas, assim como

sua separagado em caule, folhas e flores, pesagem, dessecacao e trituragéo.

3.2 EXTRAGAO DOS COMPOSTOS

Posterior a esse processo deu-se inicio a extracdo dos compostos derivados
do jambu, comegando por aqueles em que a extragdo pode ser feita a partir do seu
aquecimento, com uso de aparelho de destilagdo comum e baldo volumétrico, que
nesse caso foram o OEAc e o HIAc. Para tanto, utilizou-se um aparelho de
Clevenger, no qual os caules e folhas triturados foram acondicionados na regido do
extrator juntamente com uma parcela de agua, sendo aquecidos a cem graus
Celsius, e posteriormente sofrendo um resfriamento gradual o que possibilita que
elas alcancem o baldo volumétrico em seu estado liquido, diferindo entre si em
termos de coloragcdo e densidade, sendo o OEAc a substancia sobrenadante
enquanto o HIAc se localiza mais ao fundo e em maior quantidade. Ja a obtengcao
EBAc-deu-se de maneira diferente e em parceria com o Laboratério de Quimica da
UFFS. Para esse procedimento foram usadas as flores do jambu, sua obteng¢ao deu-
se através de extragdo alcodlica em aparelho Soxhlet por 24 horas, seguida de

evaporagao do solvente em rotaevaporador.

3.3 SELEGCAO DOS MICRORGANISMOS

A partir de microrganismos disponibilizados pelo laboratorio da UFFS, foram
utilizadas bactérias Gram positivas e negativas, além de cepas fungicas para o

experimento. As bactérias Gram positivas selecionadas foram: Streptococcus uberis,
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S. pyogenes, S. agalactiae, Staphylococcus aureus (cepas NP23, LB25923, B24 e
NP38), S. epidermidis e Enterococcus faecalis; e as bactérias Gram negativas
foram: Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Shigella flexneri NP122, Escherichia
coli (cepas NP22 e ATCC25922). As cepas fungicas utilizadas para o trabalho foram:
Candida glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, Cryptococcus gattii 178 e C. gattii
179.

3.4 PREPARAGAO DOS INOCULOS

Para a preparagao do inéculo confeccionou-se caldo nutriente para ambas as
culturas, posteriormente houve a alocagdo dos fungos em estufa para crescimento,
sob a temperatura de 28 °C durante 48 horas, enquanto para as bactérias realizou-
se 0 mesmo processo diferindo apenas na temperatura utilizada e no tempo de

incubacao, que nesse caso foram 37 °C por 24 horas.

3.5 PADRONIZAGAO DOS MICRORGANISMOS

A padronizagdo dos microrganismos foi realizada visando alcangar 0.5 na
escala McFarland. Para isso, a densidade dos in6culos foi ajustada utilizando NaCl
0,9%. Para confirmacdo da densidade, utilizou-se o espectrofotometro (Thermo
scientific, Brasil), com leitura em comprimento de onda de 595 nm. O indculo foi
ajustado até alcancar a faixa de absorbancia entre 0,080 a 0,130 angstroms, nos

mostrando uma densidade aproximada de 1 a 1,5 X108 UFC/mL.

3.6 TECNICA DE DISCO-DIFUSAO

ApOs selecionados 0s microrganismos, realizou-se o preparo das placas com
agar para crescimento bioldgico de cada cepa, utilizando o método de Kirby-Bauer
ou método semiquantitativo baseado na difusdo em disco (BAUER et al., 1966;
AHMED et al.,, 2012). O meio de cultura utilizado para as bactérias foi o agar
Mueller-Hinton e para os fungos, o agar Sabouraud, por propiciar um crescimento

nao seletivo dos microrganismos.
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O plagueamento foi realizado em triplicata, garantindo maior confiabilidade no
processo. As estrias foram obtidas com o auxilio de um swab, sendo utilizados trés
discos de algodao em cada placa contendo 5 ug de OEAc, EBAc e HIAc de A.
oleraceae. Além disso, utilizou-se um disco para controle com Ciprofloxacino, um
antibiotico de amplo espectro para as bactérias e Miconazol, para os fungos.

Ao fim deste processo, as placas foram levadas a estufa por 24 horas a 37 °C
e 48 horas a 28 °C, para crescimento das bactérias e fungos, respectivamente.
Posteriormente, realizou-se a mensuragao dos halos inibitérios formados nas placas
com o auxilio de paquimetro e lupa.

Os resultados obtidos da fase de mensuragcao dos halos foram utilizados
como fator de selecdo dos microrganismos para realizacao do teste de CIM e CBM
ou CFM, sendo considerados somente aqueles que apresentarem resultado positivo,
ou seja, os que apresentaram formagao de halo inibitério superior a 8 mm foram

utilizados para determinar a sensibilidade bacteriana e fungica.

3.7CBME CFM

Foram realizados os testes de CIM e CBM ou CFM, pela metodologia de
microdiluicdo seriada. Para realizacdo desses testes foi necessaria a preparacao de
microplacas, com deposicao de 150uL de caldo Mueller-Hinton em todos os 96
pocos. O microrganismo selecionado e cada um dos compostos de jambu OEAc,
EBAc e HIAc, com os quais realizou-se a microdiluicdo seriada, seguiu a seguinte
disposi¢&o: na primeira coluna ndo incluia os derivados antimicrobianos, na segunda
coluna a maior concentragdao, de modo que cada coluna subsequente apresentava
metade da concentragao do composto testado. Em seguida foi feita a incubacao das
placas seguindo o mesmo tempo e temperatura de crescimento conforme descrito
anteriormente. Apds crescimento, efetuou-se a leitura das placas com auxilio do
leitor de Elisa, sendo considerada como valor de CIM a primeira linha a obter
resultados presuntivos de inibicdo, como a diminuicdo da quantidade de

microrganismos presentes na microplaca em relagado aos pogos anteriores.
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3.8 CIM

As microplacas passaram por outra etapa nesse processo, desta vez para
avaliar microrganismos viaveis. Para tanto, utilizou-se uma solugdo como indicador
de viabilidade celular, sendo composta por Resazurina diluida em agua destilada. A
solucao preparada foi depositada nos micropogos. Apds esse processo esperou-se
por 10 a 20 minutos para analise das placas, sendo observadas mudangas de cor
Nnos pogos, nas quais a coloragdo azul indicava inviabilidade, e a rosa demonstrava
viabilidade celular. Dessa forma, o ponto em que as linhas comegavam a adquirir a
coloragao rosa, designou o ponto em que ocorre a CBM ou fungicida minima. Os
dados obtidos foram analisados com o auxilio do calculo da variancia, apresentando
resultados significativos acerca da eficacia dos derivados do jambu como

antimicrobianos potenciais, que serao discutidos no tépico posterior.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos derivados do jambu nao apresentam efeito bactericida ou
bacteriostatico em todas as cepas testadas, sendo seu efeito insuficiente ou nulo
para S. agalactiae e E. coli 256922, o que levou a exclusdo dessas bactérias do
resultado final (Tabela 1). Algumas cepas nao apresentaram crescimento durante a
fase experimental, sendo elas a E. coli NP22 e S. uberis, tal fato deve-se
provavelmente a inviabilidade das culturas utilizadas, o que levou a exclusao delas
do trabalho. Foram devidamente testadas somente aquelas que apds a semeadura
apresentaram formagao de halo de inibicdo, sendo elas: E. faecalis, P. aeruginosa,
S. epidermidis, S. flexneri, S. aureus B24, S. aureus NP38 e S. aureus ATCC 25922.

Vale destacar que nem todas as bactérias utilizadas aqui possuem
comprovacgao de eficacia cientifica na realizagéo de testes envolvendo A. oleraceae,
dessa forma a literatura carece de maiores informacdes acerca desses topicos.
Dentre os microrganismos selecionados possuiam respaldo cientifico P. aeruginosa,
S. flexneri, S. aureus e E. coli, que segundo AHMED et al, 2013, a realizagdo dos
mesmos testes aqui propostos, diferindo apenas em quantidade e controle gerou
resultados promissores apresentando inibicdo das cepas apresentadas.

Na literatura encontram-se dados da acao antimicrobiana de folhas da planta
A. oleraceae em oito bactérias, dentre elas Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, indicando potencial de extratos de metanol das flores e folhas contra
patdgenos bacterianos (BORATE e DISALE, 2013). Ainda, trabalhos realizados com
extratos metandlicos da planta demonstraram atividade antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Em contrapartida, o estudo
denota atividade bacteriostatica contra Escherichia coli e Candida albicans (NEVES,
2018).

Para a realizacdo dos testes de carater microbioldgico foi utilizado o método
de Kirby-Bauer ou difusdo em disco, que avalia a formagdo dos halos inibitérios
(BAUER et al., 1966), nesse caso, o HIAc nédo foi capaz de formar halo inibitério em
nenhuma das colénias selecionadas. O OEAc formou halos mais discretos em
relacdo ao EBAc, que por sua vez obteve os resultados mais satisfatérios em todas
as cepas. O OEAc nédo foi capaz de formar halo nas seguintes col6nias: S.
epidermidis, S. flexneri e S. aureus 25923. O EBAc apresentou maior crescimento
de halo nas seguintes col6nias: E. faecalis, S. aureus 25923, S. aureus B24 e S.

flexneri, respectivamente (Tabela 1).
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Segundo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, o
Ciprofloxacino como antibiético de amplo espectro apresenta pontos de corte de CIM
e valores dos halos inibitorios utilizando a concentragdo de 5 ug do principio ativo
(BrCAST, 2019). Para Enterococcus spp. obteve-se o valor de 22 mm,
Enterobactérias e Pseudomonas spp.26 mm e Staphylococcus spp. 21 mm,
numeros que sao relativamente menores aos obtidos por este trabalho (Tabela 1).
Tal fato pode ser justificado pela concentragao de principio ativo utilizado duas vezes
maior, os meios de cultura que influenciam no gradiente de dispers&do no meio, e os
microrganismos, que neste caso, sdo cepas conhecidas que n&o possuem genética

de resisténcia.

Tabela 1 — Didmetro médio dos halos inibitérios formados de acordo com cada cepa
bacteriana (mm)

Diametro do halo inibitério formado para as cepas

Microrganismos bacterianas em milimetros (mm)
OEAc HIAc EBAc Ciprofloxacino
Streptococcus 0 0 0 36,0+1,0
agalactiae
S. epidermidis 0 0 566 +344 32,33 £ 3,33 «
5,67
Staphylococcus 425+475 |0 65 + 15 -385+35-5,5
aureus NP38 4.5
S.aureus LB25923 0 0 8,75 3525 + 225 «
0,75<0,25 2,75
S.aureus B24 40+£40 0 8,56+0,5 345+20- 25
Enterococcus faecalis 8,0 0 10,0 + 2.0 « 35,0+1,0
1,0
Pseudomonas 10,0 0 6,0+ 2,0 37,75 £ 475 «
aeruginosa 4,25
ATCC27853
Shigella flexneri 0 0 8,33 + 0,33 36,66 + 0,66 <«
— 0,67 1,34
Escherichia coli 0 0 0 47,33 + 0,33 «~
ATCC25922 0,67

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Com relagcao a leitura no Elisa, pode-se constatar que, de modo geral, para
que haja um efeito satisfatério de inibicdo das bactérias € necessario que seja

utilizada a dose maxima dos compostos derivados do jambu (100% = 0,150uL), com
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excegdo das seguintes placas: S. flexneri, S. aureus B24 e P. aeruginosa, que
apresentaram resultado positivo até a terceira coluna, na qual apresenta 0,075uL.
Com relacado a acdo do OEAc essa mostra-se mais expressiva na leitura com Elisa,
acredita-se que haja essa discrepancia de resultados em relagdo ao teste de halo
inibitério devido a variagdo da capacidade de dispersdo do 6leo no meio (Tabela 2).

O teste CIM confirma os resultados anteriores.

Tabela 2 — Percentual de dose necessaria para CIM e CBM das bactérias (%)

Percentual de dose necessaria para inibicao das bactérias

Microrganismos utilizadas (%):

OEAc HIAc EBAc

CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Streptococcus n.i* n.i* n.i* n.i* n.i* n.i*
agalactiae
S. epidermidis 100% 100% 100% 100% 25% 25%
Staphylococcus 100% 100% 50% 50% 50% 50%
aureus NP38
S.aureus LB25923 [100% 100% 50% 50% 50% 50%
S.aureus B24 100% 100% 50% 50% 25% 25%
Enterococcus 50% 50% 50% 50% 25% 25%
faecalis
Pseudomonas 100% 100% 50% 50% 12,5% 12,5%
aeruginosa
ATCC27853
Shigella flexneri 50% 50% 100% 100% 50% 6,25%
Escherichia coli n.i* n.i* n.i* n.i* n.i* n.i*
ATCC25922

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Em n.i* Ié-se nao houve inibigao.

Ja com relagdo aos fungos, compostos derivados do jambu apresentam
resultados significativos contra Candida albicans, utilizando metodologia semelhante
a proposta neste estudo (NEVES, 2018; AHMED et al, 2013). Para os demais fungos

a literatura carece de informacgdes pertinentes a respeito, fazendo-se necessarios
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assim novos estudos que apresentem dados mais amplos sobre esse topico. Apds a
realizacdo dos testes pode-se constatar as seguintes reagdes: Os compostos
derivados do jambu apresentaram resultado mais satisfatério como antifungico em
relagdo aos resultados obtidos com antibacterianos. Com relacdo a formacao dos
halos, o HIAc ndo foi capaz de formar halo inibitorio em nenhuma das col6nias
selecionadas. O OEAc nao foi capaz de formar halo em nenhuma das cepas do
género Cryptococcus utilizadas e nem na Candida glabrata. O halo formado nas
demais era muito discreto. Os melhores resultados sdo atribuidos ao EBAc, que foi
capaz de formar halo em todas as coldnias, sendo os maiores deles nas colbnias de
C. gatti 179 e C. tropicalis, respectivamente. E a acdo mais branda ocorreu na C.

glabrata, as demais obtiveram resultados semelhantes entre si.

Tabela 3 — Diametro dos halos inibitérios formados de acordo com cada cepa fungica
(mm)

Diametro do halo inibitério formado para as cepas

Microrganismos bacterianas em milimetros (mm)
OEAc HIAc EBAc Miconazol
Candida glabrata 0 0 8,25+275 470120
C. tropicalis 21 £ 23 |0 10,25 £ 1,2547,33 £+ 0,33 «
6,5 — 1,75 0,67
C. parapsilosis 25 + 25 |0 10,5 + 0,5 «<40+2,25 < 3
7,5 7,5
Criptococcus gattii 178 |0 0 10,0 £ 1,0 «~{36,0+ 1,0
1,0
C. gattii 179 0 0 11,0 = 2,0 350£3,01,0
1,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Com relacgao as leituras de Elisa, pode-se constatar que, de modo geral, todos
os compostos utilizados apresentaram agao antifungica, com graus variados. O HIAc
apresentou-se eficaz quando utilizado na sua dose maxima, com excec¢éo do C. gatti
179, no qual ele consegue apresentar efeito mesmo com metade de sua dose inicial.
O do OEAc apresentou resultados melhores como antifungico do que como
antibacteriano, sendo capaz de inibir C. glabrata mesmo com baixas porcentagens
em relagdo a sua dose inicial, agindo somente em dose maxima na C. tropicalis.
Para as demais, houve resultado nas doses variaveis. Ja o EBAc apresentou acao

mais discreta em relagdo a apresentada no teste antibacteriano. Seu melhor
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resultado foi contra C. gatti 179, sendo capaz de causar inibicdo mesmo com 12,5%
de sua dose inicial. Logo, pode-se concluir que o EBAc age de forma mais eficiente

como antibacteriano, ja o do OEAc é mais efetivo como antifungico (Tabela 4).

Tabela 4 — Percentual de dose necessaria para CIM e CFM dos fungos utilizados (%)

Percentual de dose necessaria para inibicao das bactérias

Microrganismos utilizadas (%):

OEAc HIAc EBAc

CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Candida glabrata  |25% 25% 100% 100% 6,25% 6,25%
C. tropicalis 100% 100% 100% 100% 12,5% 12,5%
C. parapsilosis 25% 25% 100% 100% 12,5% 12,5%
Criptococcus gattii| 100% 100% 50% 50% 12,5% 12,5%
178
C. gattii 179 25% 50% 50% 100% 12,5% 12,5%

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Com relagao ao percentual de doses necessaria aplicado as bactérias, pode-
se inferir que nesse experimento, o EBAc expressou esse potencial contra
aproximadamente 78,0% das cepas utilizadas, sendo efetivo tanto para bactérias
gram negativas quanto para gram positivas, sendo dentre as fragcbes do jambu
utilizadas a que apresenta resultados com a menor dose utilizada, sendo efetivo na
dose de 25% (33,3% 12,5% (11,1% dos

microrganismos). Ja o do OEAc mostrou-se eficaz contra 77,7% das cepas

dos microrganismos), e até
utilizadas, enquanto o HIAc apresentou-se eficaz contra 77,7% das cepas
bacterianas, sendo suficiente para causar inibicdo com 50% da dose inicial em
55,5% delas.

Ja para os fungos obtiveram-se os seguintes resultados: os compostos
utilizados apresentaram resultados positivos para todas as cepas utilizadas, dentre
eles, as menores doses necessarias para surtir efeitos de inibicdo e/ou morte dos
microrganismos foram associadas ao EBAc, apresentando médias de inibicdo de
6,25% a 12,5% da dose inicial utilizada. Os demais compostos apresentaram doses

de efeito variando entre 25% e 100%.



25

Tabela 5 — Média da quantidade de composto utilizado para inibicdo ou morte dos
microrganismos (%)

Média da quantidade de composto utilizado para inibicao ou

Microrganismos morte dos microrganismos (%)

Bactérias Fungos

CIM CBM CIM CFM
OEAc 62,50% 68,75% 55,55% 60,00%
EBAc 23,43% 17,96% 11,25% 11,25%
HIAC 50,00% 50,00% 80,00% 90,00%

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A analise dos resultados obtidos neste experimento nos leva a inferir que,
dentre as fragbes extraidas do jambu, o composto com maior eficacia foi o EBAc.
Acredita-se que os demais compostos, ao serem aquecidos, sofrem desnaturacao
de varias proteinas que os compdem, 0 que, nesse caso, aparentemente diminui seu
efeito inibitério. Como o processo utilizado para obtencdo do EBAc n&o envolve
aquecimento, logo, ele acaba apresentando um melhor desempenho. Vale destacar
que o EBAc apresenta em sua composicado um misto das substancias utilizadas e de
outros componentes do-jambu, 0 que pode também contribuir positivamente para

seu potencial antimicrobiano.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que todas as fragbes extraidas do jambu apresentaram em
algum grau promissores efeitos antifungicos e antibacterianos, destacando-se a
acao do como potente antifungico e do EBAc como antibacteriano, enquanto o HIAc
mostrou efeito moderado para ambos os microrganismos. Evidenciando dessa forma
sua aplicagao como possivel tratamento alternativo ou complementar antimicrobiano
de origem natural, diminuindo a carga quimica ingerida derivada de medicamentos
alopaticos e possibilitando, de acordo com o desenvolvimento de estudos
posteriores, seu uso em pessoas e animais. Vale destacar que se faz necessario o
desenvolvimento de pesquisas para melhor elucidar seus efeitos “in vivo” e “in vitro”
fazendo uso de cepas isoladas de casos clinicos, assim como a verificacdo da
viabilidade econbémica relacionada a producdo de produtos fitoterapicos, a jungéo
desses fatores é essencial para que se possa ter um conhecimento cada vez mais

abrangente dos efeitos da A. oleraceae.
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