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RESUMO

A Persea americana Mill., popularmente conhecida como abacateiro, desperta
interesse devido as suas propriedades antioxidantes, antibacterianas, antifungicas, anti-
inflamatdria, entre outras. Objetivou-se a realizacdo de um estudo de investigacao
microbioldgica e toxicoldgica a partir do extrato bruto seco das folhas e do fruto da Persea
americana Mill. Foram determinadas a atividade antimicrobiana frente a microrganismos
patogénicos, mediante a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
determinacdo da concentracdo inibitoria minima de aderéncia (CIMA) e o potencial
toxicologico agudo com determinagéo de CLso frente a Artemia salina Leach e fragilidade
osmotica eritrocitaria (FOE) do extrato bruto seco desenvolvido, através de um
delineamento laboratorial experimental. Tendo como resultados, nos testes de
determinacédo de atividade antimicrobiana a ndo formacao de halo nas concentracdes e
condicdes testadas, nos testes toxicologicos apresentou ClLso 752,141 pg/mL para o
extrato das folhas e CLso 394,567 pg/mL no extrato do fruto, e na FOE o extrato das
folhas apresentou hemolise de 29,31% e o extrato do fruto apresentou hemdlise de 1,06%,
na maior concentracdo, onde demonstraram moderado percentual de lise das hemacias.
Com isso, conclui-se que a Persea americana Mill. apresentou um certo grau de

toxicidade e nenhuma acdo frente a bactéria testadas.

Palavras-chave: Abacate, Medicina Tradicional, Fitoterapia.
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ABSTRACT

Persea americana Mill., popularly known as avocado, arouses interest due to its
antioxidant, antibacterial, antifungal, anti-inflammatory properties, among others. The
objective was to carry out a study of microbiological and toxicological investigation
based on the dry crude extract of the leaves and fruit of the Persea americana Mill. The
antimicrobial activity against pathogenic microorganisms was determined by determining
the minimum inhibitory concentration (MIC), determining the minimum inhibitory
concentration of adhesion (CIMA) and the acute toxicological potential with
determination of LCso against Artemia salina Leach and erythrocyte osmotic fragility
(FOE) of the crude extract developed, through an experimental laboratory design. As a
result, in the antimicrobial activity determination tests, the non-halo formation in the
tested concentrations and conditions, in the toxicological tests presented LCso 752.141 g
/ mL for the leaf extract and LCso 394.567 ug / mL in the fruit extract, and in the FOE the
leaf extract showed hemolysis of 29.31% and the fruit extract showed hemolysis of
1.06%, in the highest concentration, where they showed a moderate percentage of red cell
lysis. With that, it is concluded that the Persea americana Mill. showed a certain degree

of toxicity and no action against the tested bacteria.

Keywords: Avocado, Traditional Medicine, Phytotherapy.



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

INTRODUCAO
As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade, como formas terapéuticas
para tratar, curar e prevenir patologias. Esse uso € visto como uma Prética Integrativa e
Complementar em satde (PICS) ofertado e incentivado pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) no Brasil (Ministério da saude, 2018). O reconhecimento da importancia das
plantas no contexto da medicina tradicional e sua integracdo no setor de saude publica
colaboram para um cuidado mais participativo, contribuindo para o desenvolvimento de
farmacos, oficializado pelo lancamento da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) aprovada por meio do Decreto N° 5.813 em 22 de junho de 2006.
A partir dessa PNPMF, foi lancada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse do SUS (RENISUS). Na RENISUS encontra-se a Persea americana Mill,
popularmente conhecida como abacateiro. E uma planta pertencente ao género Persea da
familia Lauraceae, com cerca de 150 espécies, origindrio do continente americano,
especialmente do México, da América Central e das Antilhas (Almeidaet. al., 2018). Seus
frutos sdo comumente conhecidos como abacates e tém uma casca verde-oliva e sua polpa
amarela clara espessa € rica em 0leos vegetais apreciados por seus atributos nutricionais.
O abacate é uma fruta energética que possui elevado teor lipidico e contém niveis
elevados de compostos bioativos, bem como B-sitosterol e Glutationa. Sua composicéo
nutricional é capaz de auxiliar na prevencdo de doencas crbnicas ndo transmissiveis
(Almeida et. al., 2018). O B-sitosterol age na reducéo dos niveis de colesterol, ao inibir a
absorcdo intestinal do colesterol e diminuir a sintese de colesterol hepético, além disso,
apresenta propriedades bactericidas, antivirais, fungicidas e anti-inflamatorias (Credidio,
2010). A glutatoina também é um antioxidante, neutralizando a ag&o dos radicais livres.
Partindo disso, o presente estudo busca estudar novos recursos terapéuticos a base de

Persea americana Mill. Uma vez que, em outros estudos mostraram que o abacate possui
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propriedades antioxidantes, antibacterianas, antifangicas, anti-inflamatoria, entre outras.
O Projeto de Pesquisa visa 0 estudo do potencial toxicolédgico e a atividade antimicrobiana
do extrato bruto seco das folhas e do fruto, confirmando e comparando com valores ja

existentes na literatura.

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado nos laboratérios do Centro Universitario Tabosa
de Almeida (Asces-Unita) e teve delineamento do tipo exploratdrio experimental
laboratorial, onde foi avaliada a atividade antimicrobiana, potencial toxicol6gico agudo e

fragilidade eritrocitaria do extrato bruto seco de Persea americana Mill.

Preparacdo do extrato bruto seco (EBS) das folhas e do fruto da Persea americana
Mill.

As folhas e os frutos da droga vegetal foram colhidos entre 7-9h da manhd, com a
parte vegetal com aspecto saudavel, eliminando partes manchadas e deterioradas por
insetos. Logo apos, foram pesadas frescas e lavadas com agua corrente limpas e secas
com papel toalha, colocadas por um periodo de 24h a sombra e em seguida retirada na
estufa botanica a 40°C para secagem. Posteriormente, foram reduzidas a p6 em moinho
industrial, encaminhadas a maceracdo com solucdo hidroalcoolica a 95% v/v durante 7
dias. Depois foram filtradas para obtencdo do extrato bruto fluido. Este teve a solugédo
extraida em evaporador rotativo a temperatura de 60°C. Apds a evaporacdo de 95% da
solucdo, o extrato foi colocado em um dessecador a vacuo, até a secura total, quando se

obteve o0 extrato bruto seco do vegetal.

Analise toxicoldgica



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

Determinacéo da CLso frente a Artemia salina Leach

A determinacdo da CLso seguiu a metodologia descrita por Meyer et al., (1982).
Os ovos de A. salina Leach foram incubados em solucdo marinha em um recipiente de
plastico, sendo mantido sob iluminacdo artificial (lampada de 40 W), temperatura
constante de 28°C, por um periodo de 48 horas. Apos este procedimento, se obteve o0
estadgio de metanauplio, modelo padrdo para testes de toxicidade devido a sua maior
sensibilidade.

Foram utilizados 50 mg do extrato bruto seco de Persea americana Mill., nos
quais foram utilizados 1 mL de Tween 80 a 5% para ajudar a solubilizacdo do mesmo. As
solucdes foram homogeneizadas e o volume completado para 5mL com &gua salinizada
a pH = 8,0. Destas solucgdes retirou-se aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25 pL que
foram transferidas para tubos de ensaio que ja contenham 5mL de solucdo salina,
obtendo-se concentracdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para cada amostra. O
teste foi feito em triplicata. As amostras foram submetidas a iluminacéo artificial durante
24 horas. Apos esse periodo, foi realizada contagem do nimero de larvas vivas e mortas

e os dados tabulados utilizando o programa MicrocalOrigin 4.1.

Estudo da fragilidade osmotica de eritrocitos

O teste de fragilidade osmotica de eritrocitos tem por objetivo mensurar a
resisténcia dos globulos vermelhos a hemolise, frente a extratos de plantas da caatinga
(Rodrigues, 2009; Sant’ana, 2001). O teste foi baseado na técnica descrita por Darcie &
Lewis (1975), onde o sangue de carneiro foi mantido sobre refrigeracdo em recipiente
com esferas, para evitar sua coagulacgéo.

Foram utilizados 50mg do extrato bruto seco de Persea americana Mill. diluido

com soro fisioldgico a 0,9%, homogeneizado e o volume completado para 5mL com soro
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fisioldgico 0,9%. Dessas solugdes retirou-se aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25 pL
que foram transferidos para tubos de ensaio que ja contenham 5mL de soro fisiologico
0,9%, obtendo-se as concentracdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para cada
extrato e adicionando-se em todos os tubos com 25uL de sangue de carneiro. As amostras
foram submetidas a centrifugacdo 3300g durante 15min em temperatura ambiente, apos
0 processo, a absorbancia do sobrenadante de cada tubo foi mensurada em
espectrofotdmetro bioplus 545nm. A obtencdo da curva do percentual de fragilidade
osmotica se baseou no valor de absorbancia da hemoglobina do sobrenadante
multiplicado pelo percentual total e dividido pelo valor de absorbancia médio da hemdlise

completa dos eritrécitos.

Anélise antimicrobiana
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato de Persea
americana Mill. foi feita a partir da técnica de pocos, conforme metodologia determinada
por Koneman (2008). Foram preparados indculos dos respectivos patégenos em solucéo
salina, a partir de semeio por esgotamento feito anteriormente. Para controlar a
concentracdo bacteriana foi utilizada a escala 0,5 de Marc-Farland. Com o auxilio do
swab, foram semeadas com o inéculo toda a extenséo das placas de Petri contendo Agar
Mueller-Hinton (para bactérias) e Agar Sabouraud (para fungos).

Em cada placa semeada foram confeccionados quatro pogos de 6 mm de didmetro,
para a inser¢ao de S0uL do extrato em diferentes concentragdes, a partir de diluigdes em
50%, 25%,12,50% e 6,25% com rela¢do a amostra inicial de cada extrato bruto seco da

planta, o procedimento foi realizado em duplicata.
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Ap0s essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior
mensuracdo dos halos em milimetros (mm) e determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), sendo esta entendida como a menor concentracdo do extrato capaz de

inibir o crescimento bacteriano.

Concentracéao Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA)

A avaliacdo da menor concentracdo de extrato, em meio de sacarose, necessaria
para inibir a aderéncia dos microrganismos ao tubo do vidro, é denominada como
Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA). A Concentracdo Inibitoria
Minima de Aderéncia foi determinada na presenca de 5% de sacarose, usando-se
concentracdes crescentes e dobradas das solucdes diluidas do extrato bruto seco, onde as
linhagens foram sub-cultivadas a 37°C em caldo Mauller-Hinton (DIFCO), em
microaerofilia, por um periodo de 24 horas, para obtencao de um inéculo de 106 UFC/mL,

sendo os tubos inclinados a 30° (Koneman, 2008).

Potencial Inibitério

O Poder Inibitério foi realizado pela técnica de difusdo em pocos onde foi
observada a formacdo ou ndo de halos inibitoérios ao redor dos pogos que foram
preenchidos com o extrato do meio Agar Muller-Hinton contendo a bactéria semeada. Foi
realizada a pesagem de 500 mg do extrato bruto seco da amostra em compara¢do com 0s
halos ocorridos no antibidtico padrdo utilizado, no caso, Amoxicilina, encaminhada na
mesma pesagem de 500 mg. ApGs este processo, as duas amostras foram devidamente
diluidas nas mesmas concentragdes, posteriormente, foi verificado o didmetro dos halos

que se formaram ao redor dos pogos contendo os extratos e avaliado se a concentragédo
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presente nos mesmos caracteriza a bactéria como sensivel, intermediaria ou resistente

para determinadas concentracdes (Koneman, 2008).

Caracterizacdo do rendimento dos extratos

Para a realizacdo do calculo de rendimento do Persea americana Mill. foram pesadas
suas folhas e seus frutos frescos (1kg) e documentado todo procedimento de secagem,
trituracdo, extracdo e para a realizacdo do extrato puro.

Retirou-se uma aliquota representativa de 500 mg que foi colocada em um vidro-
relégio encaminhado a estufa a 100°C durante 1 hora, para evaporacao de resquicios de
agua presentes no composto. Posteriormente, apds documentacdo dos dados obtidos, o
conjunto vidro-relégio + matrial vegeral foi submetido a estufa 100°C durante 30 minutos
até alcancar 3 valores consecutivos. Apos esse processo, foi realizado uma regra de 3
simples resultando no rendimento das folhas e frutos de Persea americana Mill.

O célculo de redimento do extrato bruto seco foi realizado através da equecdo:

Peso EBS (g)
peso do materialvegetal fresco

Rendimento do EBS (%) = x100%

Onde, 0 peso da droga vegetal seca foi determinado na hora da coleta e o peso do
EBS foi determinado por:

Peso do EBS (g) = (Becker + extrato bruto seco) — Becker

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise toxicoldgica

Determinacéo da CLso frente a Artemia salina Leach
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A avaliacgdo toxicologica de extratos € frequentemente avaliada contra o crustaceo
Artemia salina, visto que esse teste € simples, rapido e de baixo custo. As substancias
testadas, quando tem uma CLso abaixo de 1000 pg/mL séo consideradas toxicas (Sousa,
2017). Para determinacdo da toxicidade de extratos de plantas, é importante analisar
critérios como natatoria e mortalidade dos metanadplios (Wang et al., 2017). Enquanto
que a mortalidade é definida como auséncia total de movimento por aproximadamente 10
segundos de observacdo, a locomocéo ou natatoria dos animais € um parametro utilizado
como indicador de estresse em bioensaios (Libralato et al., 2016).

As ConcentracOes Letais Médias deste estudo foram obtidas pelo calculo dos
parametros A e B, que sdo gerados automaticamente quando os dados de mortalidade sao
plotados no Microcal Origin® 4.

Tomando como parametro que quanto mais proximo de zero for a CLso, mais
toxica € a planta e quanto mais proximo de 1000 pg/mL, menor a toxicidade da planta, o
extrato das folhas de Persea americana Mill. mostrou-se pouco toxico para a Artemia
salina Leach nas concentrac6es e condicdes testadas, apresentando CLso 752,141 pg/mL,
e a natatéria dos animais testados mostrou-se lenta. Enquanto que o estrato do fruto
mostrou-se muito toxico para a Artemia salina Leach, apresentando uma CLso 394,567
pg/mL, tendo também a natatéria dos animais testados lenta. Os graficos abaixo sdo
gerados pelo programa utilizado e demonstram a curva de vivos levando em consideragédo

as concentracdes de extrato que o microcrustaceos foram submetidos.

Figura 1 - Percentual de vivos relacionado as concentragdes do EBS das folhas de

Persea americana Mill.

10
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Figura 2 - Percentual de vivos relacionado as concentragdes do EBS do fruto de Persea

americana Mill.
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Souza (2015), em seu estudo testando também a toxicidade do abacate, observou

que na concentracéo de 1200 pg.mL ** quando exposta ao extrato do carogo ndo restaram

artemias sobreviventes, tendo como CLso do extrato do carogo encontrado de 452,57 ppm.

Sendo assim compativel com os resultados obtidos no teste realizado nesse estudo.

11



254 J& Amado (2019), obteve um resultado de CLso de 204,95 mg mL  do extrato,
255  sendo considerado um extrato ndo toxico, no entanto foi um teste realizado a partir de
256  uma variedade diferente do abacateiro, sendo esse resultado do extrato da casca do
257  abacateiro da variedade Quintal.

258 No entanto, no decorrer do estudo e analisando também outras pesquisas, 0S
259  extratos do abacate em sua maioria sdo apresentados como pouco toxicos ou tdxicos,
260  logo, estdo de acordo com esse estudo.

261

262  Estudo da fragilidade osmética eritrocitaria (FOE)

263 A FOE fornece informacdes acerca de interacGes entre compostos quimicos
264  presentes nos extratos de espécies vegetais e entidades bioldgicas a nivel celular in vitro.
265  Este parametro avalia a sensibilidade de lise celular em eritrocitos ocasionados por
266  alteracOes acido-base (Carvalho et al., 2017).

267 O extrato das folhas de Persea americana Mill. apresentou hemolise de 29,31%
268  na maior concentracdo, de 1000 pg/mL, ja o extrato do fruto apresentou hemolise de
269  1,06% na maior concentracdo, de 1000 pg/mL, onde demonstraram moderado percentual
270 de lise das hemaécias. Os valores mediantes as absorbancias foram obtidos por
271  espectrofotometria e sdo apresentados na tabela a seguir:

272

273  Tabela 1 - Percentual de hemoélise das folhas de Persea americana Mill.

Concentragoes Absorbancia 1 Absorbancia2  Absorbancia média Percentual de
homolise (%)
1000 pg/mL 0,356 0,418 0,387 29,31

750 pg/MlI 0,264 0,337 0,301 22,80

12



500 pg/mL
250 pg/mL
100 pg/mL

50 pg/mL

274

275  Tabela 2 - Percentual de hemoélise do fruto de Persea americana Mill.

0,201
0,127
0,071

0,033

Controle 1

Controle 2

0,220
0,114
0,068

0,032

0,211
0,121
0,070

0,033

0,005

0,006

15,98
9,16
5,30

2,50

Percentual de

Concentrac6es Absorbancia 1 Absorbancia2  Absorbéancia média
homolise (%)

1000 pg/mL 0,014 0,014 0,014 1,06
750 pg/Ml 0,013 0,012 0,012 0,90
500 pg/mL 0,009 0,010 0,009 0,68
250 pg/mL 0,007 0,007 0,007 0,53
100 pg/mL 0,006 0,007 0,006 0,45
50 pg/mL 0,007 0,005 0,006 0,45

Controle 1 0,008

Controle 2 0,006

276

277 Amado (2019), em seu teste de toxicidade com a casca e sementes de abacateiro

278 com a variedade Quintal, obteve como resultado em concentracbes mais altas, com

279  61,07% para a concentracdo de 300 mg mL 1. Entretanto, em concentracdes de até 150

280 mg mL " os valores de hemdlise foram considerados baixos a moderados, e no LC s,

281 aconcentragdo causando 50% de hemdlise foi de 229,22 mg mL 1. Levando em

13
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consideracdo que, a acdo hemolitica deve ser considerada elevada quando a hemdlise

excede 40% e baixa quando esse valor € inferior a 10%.

Os resultados encontrados na literatura cientifica acabam por demonstrar o certo
grau de toxicidade da espécie, cooperando com os resultados obtidos no atual estudo.
Mas, vale ressaltar que sdo resultados obtidos através do estudo do extrato bruto, ndo
descartando a importancia da espécie para uso medicinal, desde que utilizada de outras

formas.

Anélise antimicrobiana

Diante dos trés testes realizados, sendo eles o Potencial Inibitorio, a Concentracéo
Inibitéria Minima e Concentracdo inibitoria minima de aderéncia, ambos os extratos ndo
apresentaram potencial antibidtico diante dos microrganismos testados, tendo sido eles:
S. mutans; S. aureus; L. casei; C. albicans.

Para os testes de Concentracdo inibitoria minima e Potencial inibitério as amostras
ndo apresentaram uma formacdo de halo, que representa que os extratos analisados ndo
apresentam acdo antibidtica nas concentracdes e condicGes testadas. Resultados
semelhantes foram encontrados na literatura, de acordo Castafieda et al. (2018) houve
formacdo de halo, porém, nenhuma atividade antimicrobiana efetiva foi demonstrada.
Enquanto na Concentracdo inibitdéria minima de aderéncia, os extratos ndo inibiram a
formacéo do biofilme, considerando que para um bom resultado e comprovacao de acéo,
néo deve ter formacéo de biofilme.

Salazar et al. (2017) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos de
sementes de abacate enriquecido com acetogenina contra L. monocytogenes e relataram

inibicdo do crescimento a 37 °C e 4 °C com valores de CIM de 156 e 7,8 mg / L,

14
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respectivamente. Outros estudos também comprovam a acéo antibacteriana dos extratos
do abacate, mas ainda se faz necessarios outros estudos, tendo em vista que ainda ha
grande discordancia entre os estudos realizados, tanto com resultados positivos como
negativos. Mas deve também ser levado em consideracdo que existem varios fatores que
podem alterar tais resultados, como a variedade do abacate, 0 solvente que esta sendo

utilizado, dentre outros.

CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, podemos dizer que a Persea americana Mill.
nas preparacoes que foram elaboradas, ndo tiveram resultados satisfatérios, uma vez que
obtiveram certo grau de toxicidade e nenhuma acdo frente as bactérias testadas. No
entanto, ndo podemos descartar a possibilidade de o abacateiro possuir essas atividades,
fazendo-se necessario comparagdes com outros testes ja realizados anteriormente e
também realizacdo de novos estudos. Mesmo assim, o abacateiro € uma planta medicinal
de extrema importancia, tendo acdo comprovada para tratamento de diversas doencas,
como por exemplo a Diabetes mellitus. Desta forma, é possivel concluir que o estudo em
questdo contribui para a sociedade cientifica com informacges especiais e importantes a
respeito de uma planta medicinal bastante conhecida e consumida pela populagdo, mas
que é carente de pesquisas e analises voltadas a ela. Mostrando novamente a necessidade

de mais estudos sobre a Persea americana Mill. e seu potencial medicinal.
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