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RESUMO

A disseminacdo de micro-organismos resistentes acarreta um grave problema de salde
publica com impacto direto na economia e gestdo de salde, a resisténcia bacteriana. Esta
problematica tem impulsionado a pesquisa de plantas medicinais como alternativa para a
identificacdo de farmacos antimicrobianos. Frente a isso, o presente estudo teve por
objetivo caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos
das folhas de Persea americana Mill. originario da cidade de S&o Francisco, Minas
Gerais, Brasil. Para isso, foram realizadas técnicas de analise fitoquimica, a fim de
identificar os metabolitos secundarios presentes na planta. Para avaliar sua atividade
antibacteriana frente aos isolados clinicos de Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
foi feita a técnica de difusdo em disco utilizando um extrato aquoso e um etanélico das
folhas de Persea americana Mill na concentracdo de 1%. Na triagem fitoquimica, foi
possivel identificar todos os metabolitos secundarios pesquisados (taninos, flavonoides,
saponinas e cumarinas). Quanto a difusdo em disco, o extrato etanolico das folhas de
Persea americana Mill ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
testadas. Ja o extrato aquoso indicou atividade antimicrobiana contra a Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Diante dos resultados, conclui-se que o extrato aquoso das
folhas de Persea americana Mill apresentou bioativos com capacidade de inibir o
crescimento das duas bactérias testadas.

Palavras-chaves: Persea americana Mill. Atividade antimicrobiana. Metabolitos
secundarios. Resisténcia bacteriana.

ABSTRACT

The spread of resistant microorganisms poses a serious public health problem with a
direct impact on the economy and health management, bacterial resistance. This problem
has driven the researchof medicinal plants as an alternative for the identification of
antimicrobial drugs. In view of this, the present study aimed to characterize the
phytochemical profile and evaluate the antimicrobial activity of leaf extracts of Persea
americana Mill. from the city of Sdo Francisco, Minas Gerais, Brazil. For that,
phytochemical analysis techniques were carried out in order to identify the secondary
metabolites present in the plant. In order to evaluate the plant’s antibacterial activity
against the clinical isolates of Escherichia coli and Staphylococcus aureus, the disk
diffusion technique was performed using an aqueous and an ethanolic extract from the
leaves of Persea americana Mill at a concentration of 1%. In phytochemical screening,
it was possible to identify all secondary metabolites investigated (tannins, flavonoids,
saponins and coumarins). As for disk diffusion, the ethanolic extract of Persea americana
Mill leaves did not show antimicrobial activity against the tested bacteria. Agqueous
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extract, on the other hand, indicated antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. In view of the results, it is concluded that the aqueous extract of
the leaves of Persea americana Mill presented bioactive with the ability to inhibit the
growth of the two bacteria tested.

Keywords: Persea americana Mill. Antimicrobian activity. Secondary metabolites.
Bacterial resistance.

1 INTRODUCAO

O wuso indiscriminado de farmacos antimicrobianos concomitantemente a
realizacdo de prescricbes inadequadas, sdo uns dos fatores contribuintes para
disseminacéo de micro-organismos resistentes, que implica em um cenario considerado
como um grave problema de sadde publica, a resisténcia bacteriana 41,

Compreende-se por resisténcia bacteriana a capacidade de um micro-organismo
impossibilitar a acdo de um farmaco antimicrobiano por meio de mecanismos de defesas
especificos. Esta resisténcia pode ocorrer de duas maneiras: intrinseca, quando a bactéria
possui resisténcia antes mesmo de ter contato com o medicamento, e adquirida, quando a
bactéria passa a possuir resisténcia a um determinado antimicrobiano no qual ela
apresentava sensibilidade 21,

A relevancia clinica da resisténcia bacteriana no Brasil e no mundo esta
relacionada aos seus impactos na economia e na gestao de saude, uma vez que ela dificulta
o controle de doencas infecciosas; compromete a efetividade dos antimicrobianos
tornando o tratamento ineficaz; contribui para o aumento da morbimortalidade; favorece
a disseminacéo de isolados resistentes; compromete a seguranca do paciente e gera altos
custos para os cuidados de satde I,

Segundo O’Neill [ estima-se que, caso ndo ocorra mudancas na forma de
combate e controle da resisténcia bacteriana, no ano de 2050 as mortes de pessoas por
bactérias resistentes serdo superiores as mortes causadas por acidentes de transito e
cancer, podendo chegar em até 10 milhdes de mortes por ano.

Este cenario aponta para necessidade da busca de novas alternativas para a
identificacdo de farmacos antimicrobianos. Frente a isto, as plantas medicinais destacam-
se como uma estratégia importante para solucionar esse problema, visto que possuem
diversas atividades bioldgicas advindas dos seus metabodlitos secundarios, compostos

produzidos naturalmente pelas plantas com o objetivo de garantir sua adaptacéo a
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diferentes condicGes ambientais e com a finalidade de defendé-la contra possiveis
patogenos 541,

A quantidade e qualidade destes compostos secundarios na planta sdo dependentes
de fatores como sazonalidade, temperatura, altitude e horario do dia. Dentre os inimeros
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas como mecanismo defesa, existem
compostos antimicrobianos produzidos para inibir a proliferacdo de micro-organismos
[7.8]_

De acordo com a Farmacopeia Brasileira [°1, no Brasil existem mais de 100 plantas
medicinais com atividade terapéutica comprovada, dentre elas tem-se a Persea americana
Mill, conhecida como abacateiro. Nativa da América Central e do Sul, pertencente a
familia Lauraceae, da ordem Laurales, o abacateiro € uma arvore frutifera, cultivada em
clima tropical e subtropical.

Estudos apontam que em diversos paises as cascas, o fruto e as folhas do
abacateiro sdo comumente utilizados, sendo as folhas a parte mais utilizada contra
afeccdes, principalmente infeccdes no trato urinario, dor de garganta e diarreia 510,

Algumas atividades farmacoldgicas da Persea americana Mill. ja foram
identificadas, tais como a atividade anti-inflamatéria ', antifingica [*4 e antibacteriana
(131 Em sua composicdo fitoquimica estdo presentes diversos compostos fendlicos
principalmente fendis, flavonoides, taninos e flavonas, sendo sua concentracéo variavel
nas diferentes partes da planta (4],

Os compostos fendlicos sdo aqueles que apresentam em sua estrutura quimica um
grupo de hidroxila ligado a um anel aromaético, sendo classificado em fendis simples e
polifendis, de acordo com a quantidade de fenol presente na molécula. Possuem como
caracteristica seu potencial fungicida, antiviral e antibacteriano, logo estdo ligados aos
mecanismos de resisténcia da planta ['%1. Existem inGmeros compostos fenélicos
formados a partir de modificacdes da sua estrutura base, dentre eles 0s que possuem maior
destaque s&o os flavonoides e os taninos, em decorréncia da sua ampla distribui¢do no
reino vegetal 61,

Considerando a lacuna de estudos que reportam a atividade antimicrobiana,
principalmente, das folhas do abacateiro e tendo como base a variedade de compostos
produzidos pela planta em seu metabolismo secundéario, em especial os flavonoides e o0s
taninos, este estudo objetivou caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar a capacidade

antimicrobiana dos extratos das folhas de uma espécie de abacateiro, originario da cidade
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de Sao Francisco, Minas Gerais, levando em consideracdo a necessidade da realizacédo de

investigacOes de novas alternativas para amenizar o problema da resisténcia bacteriana.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Persea americana Mill. foram coletadas na cidade de Sdo Francisco
— Minas Gerais (S 15° 56”417, W 44° 51° 14”), no mé&s de julho de 2020. As folhas foram
levadas para o laboratorio de Farmacognosia das Faculdades Santo Agostinho em Montes
Claros — Minas gerais (S 16° 44° 137, W 43° 51° 53”), onde foram secas naturalmente,

trituradas e tamisadas.

2.2 TRIAGEM FITOQUIMICA

Para deteccdo de metabdlitos secundarios tais como taninos, flavonoides,
saponinas e cumarinas foram realizadas técnicas de analise fitoquimica (1781,
Taninos

Para detecgédo de taninos foi utilizado um extrato obtido por decoccdo, cuja o
liquido extrator foi a &gua. Em seguida foram realizadas quatro reacfes de precipitacao
nas quais se utilizou como reagentes a gelatina 2%, o cloridrato de quinina 1%, o acetato
de cobre 4%, o acetato de chumbo 10% e o cloreto de ferro 2%.
Flavonoides

Para deteccdo de flavonoides foi utilizado um extrato obtido por decoccéo, cujo
liquido extrator foi o Etanol 70%, seguida da realizacdo de quatro reagdes de
identificacdo: reacdo de Shinoda, reacdo com cloreto de aluminio, reacdo de Taubok e a
reacao de Pew.
Saponinas

Neste ensaio, a identificacdo de saponinas foi feita pelo método de agitacao.
Ferveu-se 1g das folhas em 10mL de agua por 2 minutos, apos filtrar o extrato, 0 mesmo
foi agitado energeticamente por 15 segundos.
Cumarinas

Para deteccdo de cumarinas foi utilizado o po resultante de trituracdo das folhas
do abacateiro, que foi submetido ao aquecimento. Posteriormente realizou-se a dissolugéo

do sublimado em Metanol.
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2.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As folhas de Persea americana Mill. foram submetidas a trituragdo mecanica e
posteriormente empregadas as técnicas de decocgdo e maceracdo [°l. Para o extrato pelo
método de decoccdo ferveu-se 15g da amostra em 150mL &gua destilada por um minuto.
O extrato foi filtrado em papel filtro e foi obtido o extrato aquoso na proporc¢édo de 1/10
(10%). Para 0 método de maceracgdo, utilizou-se 15g da amostra para 150mL de etanol
99,9%, apos agitacdo manual por sete dias a mistura foi filtrada em papel filtro e foi obtido
extrato etandlico na proporcao de 1/10 (10%). Desta forma os extratos foram obtidos e
armazenados em frascos ambar protegidos da luz e armazenados em temperatura

ambiente de 20-26°C até o momento da utilizagdo.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada pela técnica de difusdo em
disco seguindo adaptacdo do método padréo recomendado pelo NCCLSM . Os discos de
papel foram embebidos nos extratos distintamente, por 2 horas e em seguida levados a
estufa para secagem por 5 minutos. Foram utilizados isolados clinicos de Escherichia coli
(uropatogénicas) e Staphylococcus aureus (isolados de ponta de catéter) inoculadas em
agar Muller Hinton a partir de suspensdes bacterianas padronizadas com escala de Mc
Farland 0,5; por meio da técnica de estria simples, adicionando em cada placa 2 discos,
um contendo o extrato obtido por decoccéo e outro por maceragdo. Apos serem colocados
os discos sobre o indculo, as placas foram invertidas e incubadas em estufa bacteriolégica
a 37C° por 24 horas. Apo6s incubacdo foi realizada a leitura dos diametros dos halos de

inibicdo (mm) com o auxilio de um paquimetro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TRIAGEM FITOQUIMICA

A determinacao do perfil fitoquimico constitui uma importante etapa do estudo de
plantas medicinais, uma vez que, por meio deste, & possivel comprovar as propriedades
terapéuticas de uma planta e conduzir a sua utilizagdo como farmaco!*l. Diante das
analises fitoquimicas realizadas com os extratos das folhas de Persea americana Mill, foi
possivel identificar a presenca de importantes metabolitos secundarios (TABELA 1) com

diferentes atividades bioldgicas.
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TABELA 1. Resultados das andlises fitoquimicas realizadas nos extratos brutos das folhas de Persea
americana Mill.

Metabolitos Secundarios 1 2 3 4 5

Reacdo de Identificacdo - + + + +
1 - Taninos Hidrolisaveis; 2 - Taninos Condensados; 3 - Flavonoides; 4 - Saponinas; 5 - Cumarinas. (+)
presenca; (-) auséncia.

Dentre o0os compostos analisados, confirmou-se a presenca de taninos,
caracterizados como condensados, flavonoides, saponinas e cumarinas. Silva e seus
colaboradores em um estudo similar utilizando sementes de Persea americana Mill da
variedade “breda”, também detectou em suas andlises fitoquimicas a presenca desses
metabdlitos secundarios, porém os taninos detectados por ele foram classificados como
taninos hidrolisaveis 4,

Os taninos sdo compostos que possui em sua estrutura uma gama de grupos
fendlicos e detém a capacidade de precipitar proteinas soltveis em adgua. Encontrado em
abundancia no reino vegetal, os taninos sdo classificados de acordo com sua estrutura
qguimica como: taninos condensados (mondmeros da catequina) e taninos hidrolisaveis
(poliésteres da glicose). Esta substancia é descrita principalmente por apresentar atividade
antioxidante; além disso, estudos atribuem aos taninos a atividade antiviral para hepatite
C e antimicrobiana para Staphylococcus aureus 20211,

Assim como os taninos, os flavonoides sdo formados por polifendis e estdo
presentes em grande parte das plantas. Este metabdlito secundario também possui
atividade antioxidante, atuando no estagio inicial do processo oxidativo, e efeito
antimicrobiano, devido a sua capacidade de danificar a parede celular bacteriana por meio
do complexo proteinas extracelulares 221,

As saponinas, diferentemente dos taninos e flavonoides, pertencem a classe dos
triterpenos e destacam-se por apresentar atividades antivirais, anti-inflamatoria,
antifungica, antibacteriana e antiparasitaria. Sdo compostos que atuam diretamente no
mecanismo de defesa da planta contra insetos, fungos e bactérias 2%,

A presenca de cumarinas, compostos aromaticos derivados do &cido cinamico,
tambeém foi identificada nos extratos das folhas de Persea americana Mill. As cumarinas
sdo substancias bastante exploradas por possuirem atividades bioldgicas descritas como

anti-inflamatdria e antibacteriana, porém seu mecanismo de ag&o ndo é bem definido 24,

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Neste estudo foram preparados dois extratos com a utilizagdo de diferentes

solventes, porém com a mesma concentracao de 1%. Os resultados para o teste de disco
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de difusdo para Escherichia coli e Staphylococcus aureus estdo apresentados na
TABELA 2.

TABELA 2- Diametro dos halos inibitérios (mm) dos extratos da Persea americana Mill. frente aos
microrganismos testados
Tipo de bactéria Extrato Maceracéo Extrato Decoccéo
Halo de inibicéo de crescimento
Escherichia coli - -
Staphylococcus aureus - 8,5 mm
(-) = Néo houve formacdo de halo de inibicéo.

O extrato etandlico das folhas de Persea americana Mill. ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactérias testadas. O extrato aquoso das folhas de Persea
americana Mill. indicou atividade antimicrobiana contra a Escherichia coli; embora néo
tenha ocorrido a formacéo de halo de inibicdo, foi possivel observar uma diminui¢do no
namero de colbnias, e colénias de diametro menor proximas ao disco. A placa com
Staphylococcus aureus com o disco do extrato aquoso apresentou halo de inibigéo nitido
de 8,5 mm e crescimento bacteriano menos intenso no entorno. A analise dos resultados
sugere o potencial efeito antimicrobiano do extrato obtido por decoccdo, para ambas as
bactérias testadas.

Os resultados apontam a influéncia do solvente utilizado na preparacdo dos
extratos sobre a capacidade de extracdo dos metabdlitos secundarios ?°! e a presenca de
compostos com reconhecida atividade antibacteriana [?61,

A relacdo soluto-solvente pode permitir o maior aproveitamento da extracao de
metabolitos secundarios no caso do extrato aquoso; por se tratar de um solvente extrator
universal, a 4gua apresenta a caracteristica conhecida de extracdo de substancias com
atividade antimicrobiana significativas, que pode ser justificada principalmente pela sua
polaridade 27}

Diversos estudos vém demonstrando o efeito antibacteriano dos bioativos
identificados nos extratos da Persea americana Mill. Dentre os metabdlitos secundarios
encontrados nas folhas do abacateiro que apresentam atividade antimicrobiana, destacam-
se os flavonoides e os taninos 13141,

Os flavonoides podem apresentar atividade bactericida e bacteriostatica
principalmente pela desestruturacdo da membrana plasmética bacteriana. A interacdo das
cargas eletrostaticas dos flavonoides na camada lipidica da bactéria ocasiona a
diminuicdo da fluidez da membrana celular e alteracdo da troca de nutrientes e

metabolitos, inibindo o fornecimento essencial de energia para a célula bacteriana 1281,
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Somada a alteracéo da permeabilidade de membrana, os flavonoides demostram
a capacidade de inibir a sintese de &cidos nucléicos através da inibicao da topoisomerase,
e alteracOes na intercalagé@o ou ligacdo de hidrogénio com o empilhamento de bases dos
acidos nucléicos. Além disso, os flavonoides podem neutralizar fatores de viruléncia das
bactérias 281,

Quanto aos taninos, 0 mecanismo de ac¢do antibacteriano pode ser atribuido a
inibicdo e/ou complexagdo de enzimas e do substrato microbiano. Assim como 0s
flavonoides, os taninos também possuem acdo sobre a permeabilidade das membranas
celulares de microrganismos e complexacdo com ions metalicos, ocasionando a reducgéo
da disponibilidade dos elementos necessérios ao metabolismo dos microrganismos 129,

Como fator somatico pode se destacar a acdo das saponinas, que por apresentar
comportamento anfifilico possuem a capacidade de formar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipidios de membranas, danificando a estrutura da membrana

citoplasmatica, ocasionando em perda de sua integridade e posterior morte bacteriana I,

4 CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos realizados neste estudo foram qualitativos e sugerem que a
presenca dos metabolitos identificados em conjunto possa atuar de forma sinérgica na
acdo contra as duas bactérias testadas. No entanto, faz-se necessaria a analise quantitativa
desses extratos para fornecer dados mais especificos, 0 que motiva novas investigacdes
de isolamento e concentracdo dos compostos quimicos biologicamente ativos; assim
como a determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos micro-organismos em

questéo.
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