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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antimicrobial action of latex of Hancornia speciosa in two strains of bacteria causing
Pneumonia. Method: The latex was collected and divided into two samples, a sample diluted in 5 mL of distilled
water and dissolved in pure latex. The latex was then submitted to the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
test, evaluating the lowest concentration capable of inhibiting the growth of strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. Results: The Minimum Inhibitory Concentration test showed that the diluted latex had no
antimicrobial effect in the Staphylococcus aureus strain and showed total inhibition of Escherichia coli growth. In
the latex, in its pure form, showed growth in the first three dilutions tested and total inhibition in the others,
behaving equally for both Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Conclusion: Latex has antimicrobial action
and low toxicity.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acdo antimicrobiana do latex de Hancornia speciosa em duas cepas de bactérias causadoras de
Pneumonia. Método: O latex foi coletado e dividido em duas amostras, uma amostra diluida em 5 mL de agua
destilada e dissolvida em latex puro. Em seguida, o latex foi submetido ao teste de Concentracao Inibitoria Minima
(CIM), avaliando a menor concentracao capaz de inibir o crescimento das cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Resultado: O teste de Concentracao Inibitéria Minima mostrou que o latex diluido ndo apresentou
efeito antimicrobiano frente a cepa de Staphylococcus aureus e apresentou inibicao total do crescimento de
Escherichia coli. Ja no latex, na sua forma pura, apresentou crescimento nas trés primeiras diluicbes testadas e
inibicao total nas demais, se comportando de maneira igual tanto para Staphylococcus aureus quanto para
Escherichia coli. Conclusdo: O latex possui acdo antimicrobiana e baixa toxicidade.

Palavras-chave: Anti-Infecciosos; Latex; Cepas; Pneumonia.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la accion antimicrobiana del latex de Hancornia speciosa en dos cepas de bacterias causantes de
Neumonia. Método: El latex fue recogido y dividido en dos muestras, una muestra diluida en 5 mL de agua
destilada y disuelta en latex puro. A continuacion, el latex fue sometido a la prueba de Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM), evaluando la menor concentracion capaz de inhibir el crecimiento de las cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Resultado: La prueba de Concentracion Inhibitoria Minima mostrd que el latex diluido no
present6 efecto antimicrobiano frente a la cepa de Staphylococcus aureus y presentd inhibicion total del
crecimiento de Escherichia coli. En el latex, en su forma pura, presentd crecimiento en las tres primeras diluciones
probadas e inhibicion total en las demas, comportandose de manera igual tanto para Staphylococcus aureus como
para Escherichia coli. Conclusion: El latex posee accion antimicrobiana y baja toxicidad.

Palabras-clave: Anti-Infecciosos; Latex; Cepas; Neumonia.
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INTRODUCAO

A presenca de qualquer antigeno seja
ele bactérias, fungos, virus ou particulas,
nos alvéolos pulmonares, podem
desencadear um processo infeccioso com a
presenca de pus e fluidos nessas cavidades
ocasionando uma infeccao respiratoria aguda
pulmonar denominada pneumonia’.

A doenca pode ser classificada como
Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC)
e Pneumonia de Origem Hospitalar (POH). A
PAC é definida como aquela que atinge o
paciente fora do ambito hospitalar ou
mesmo apods 48 apods a internacao do mesmo.
Diversos microrganismos estao relacionados
com a patogénese da doenca, entre os quais
estao envolvidos Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus?:3.

Os S. aureus possuem uma ampla
distribuicao, considerando o fato de serem
bactérias que possuem resisténcia a
dessecacao e ao frio, podendo permanecer
viavel por longos periodos em particulas de
poeira. E uma bactéria encontrada com
relativa frequéncia no ambiente de
circulacao do ser humano, sendo o proprio
homem seu principal reservatorio,
apresentando-se ainda em diversas partes do
corpo, como fossas nasais, pele, garganta e
intestino, cuja prevaléncia percentual
cresce dentro de um ambiente hospitalar 4.

A espécie E. coli é classificada de
acordo com a caracterizacao dos antigenos

somaticos “0O” e dos flagelares “H” e
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denominadas de acordo com as infeccoes
intestinais. Algumas espécies de E. coli nao
estao relacionadas a certas patologias, pois
as mesmas também estao presentes na flora
normal do trato intestinal do homem. No
entanto devido seus fatores de viruléncia
adquiridos, permitem-lhe adaptar-se a novos
ambientes e em alguns casos causar doencas
graves, como infeccao urinaria, doencas
respiratorias e pneumonia®”’.

Como na maioria das doencas
bacterianas, a utilizacao da
antibioticoterapia para a pneumonia, €
inicialmente baseada, em geral, de forma
empirica, pois ainda nao se tem o
conhecimento do agente etiologico e nem da
sua sensibilidade frente aos antibioticos.
Dessa forma sao utilizados Antibidticos de
Uso Padrao (AUP) que possuem uma ampla
atividade contra diversos organismos
causadores da doenca®.

Desse modo, sabe-se, que desde 1970
o uso indiscriminado de antimicrobianos vem
sendo descrito na comunidade cientifica,
onde a relacao do uso irracional e da
resisténcia a esses agentes foi confirmada,
principalmente através do uso dos
antimicrobiano de maior consumo pela
sociedade’.

A utilizacao de plantas medicinais
para o tratamento de doenca esta presente
em toda historia e evolucao do homem
desde a antiguidade, sendo um dos primeiros
meios  de

terapia  utilizados  pela
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humanidade, a fitoterapia, constitui uma
grande parte da cultura de uma populacao,
caracterizando um conhecimento concreto
difundido por diversas geracoes e com
eficacia constatada’®.

O Sistema Unico De Saude (SUS)
legitimou a utilizacao da fitoterapia no
Brasil através da aprovacao da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) através da portaria
N° 971 do Ministério da Saude'.

A Mangabeira que tem por nome
cientifico (Hancornia speciosa), € uma
arvore frutifera de origem Brasileira,
pertencente a familia Apocicaceas, da classe
Dicotyledonea e ordem Gentianalises, sendo
a H. speciosa a espécie de maior visibilidade
e importancia descrita por Gomes'?.

Além de frutifera, a H. speciosa se
apresenta como uma arvore produtora de
latex, no qual € obtido através de cortes
superficiais na casca do tronco da arvore. O
latex € um liquido branco com aspecto
leitoso que em contato com ar torna-se
avermelhado. E utilizado na producdo de
borracha e tradicionalmente na medicina
popular contra diversos males, como:
doencas causadas por fungos, infeccoes,
tuberculose e Ulceras".

Neste contexto, o tratamento
fitoterapico € um método alternativo para o
combate desses agentes infecciosos e
resistentes, pois o mesmo vem sendo

utilizado desde a antiguidade e possui
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eficacia comprovada. Por se tratar do uso de
extratos vegetais naturais, as chances de se
desenvolver medicamentos a base de plantas
medicinais que possuam acao antimicrobiana
sao promissoras e por ser um tratamento
relativamente barato, pode contribuir para
um maior acesso da populacao ao
tratamento e até mesmo prevencao de
enfermidades.
Objetivou-se  investigar a acao
antimicrobiana do latex de H. speciosa em

bactérias causadoras da pneumonia por meio

.....

METODOS

Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo laboratorial-
experimental, por se tratar da submissao do
objeto de estudo a influéncia de certas
variaveis, em condicoes controladas pelo
investigador, para observar os resultados
que a variavel produz sobre o objeto'* Para
este estudo a hipotese inicial adotada é de
que o latex da H. speciosa possui atividade
bactericida e nao possui atividade todxica

para organismos Vvivos.

Local do Estudo

Os estudos foram realizados nos
Laboratorios de Microbiologia da Faculdade
Alianca Mauricio de Nassau e no Setor de
Microbiologia do Laboratério Central do Piaui
(LACEN).



Costa-Junior E, et al

Periodo do Estudo

O estudo foi realizado no periodo de
julho de 2017 a novembro de 2017, onde foi
executada a coleta do latex da H. Speciosa,
a avaliacao da sua toxicidade por meio do
teste de letalidade em Artémia salina e a
caracterizacao da sua atividade
antimicrobiana por meio do teste de

Concentracao Inibitoria Minima.

Aspectos éticos
O desenvolvimento do estudo atendeu
as normas nacionais e internacionais de ética

em pesquisa envolvendo seres humanos.

Coleta e preparo do Latex

O latex de H. speciosa foi coletado no
povoado Mangabeira no municipio de Matoes
- MA, com latitude 5° 31°27,83” Sul e
longitude de 43°12’ 13,22” Oeste e elevacao
de 186,74 metros em relacao ao nivel do
mar no dia 30 de outubro de 2016. O
isolamento do latex foi obtido através da
puncao do caule com bisturi estéreo e o
escoamento do mesmo em vidraria estéreo.
Apos ser coletado 10mL, o latex foi
submetido a uma metodologia utilizando 5
mL de agua destilada, evitando-se a
coagulacao e desse modo foi identificado
como Amostra 1. Em seguida, por meio de
uma nova coleta, foi-se obtido mais 10mL do
latex, que nao foi submetido a nenhuma
metodologia, para obter-se 0 mesmo em sua

forma pura, que foi identificado como
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Amostra 2. O latex foi armazenado em
isopor refrigerado, tampado com algodao
estéreo para o transporte por 30 minutos e
mantido a geladeira na temperatura de
aproximadamente 4°C e levado para analise

apos 1 dia.

Teste de Letalidade em Artémia salina

Para a determinacao do Teste de
Letalidade em Artemia Salina (TAS),
utilizou-se o seguinte protocolo do
Laboratorio de Pesquisa em Neuroquimica
Experimental (LAPNEX).
Eclosao dos Ovos de Artémia salina

Primeiramente adquiriram-se 0s ovos
de A. salina comprados em uma loja de
Aquarios da cidade de Teresina-Pl, com o
numero de lote 4357 e em seguida preparou-
se uma solucao salina (NaCl) na
concentracao de 36g/L e misturado com
agua mineral na proporcao 1:1. Em seguida
foi realizada a eclosao dos ovos de A. salina
no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade Mauricio de Nassau, onde
colocou-se 50mg dos ovos pesados, na
solucao de agua artificial na presenca uma
ldmpada fluorescente na qual esperou-se 48
horas para a eclosao dos ovos e liberacao das
formas adultas. Sabendo que todos os
procedimentos foram  realizados em
temperatura ambiente.
Preparo do Teste

Logo apos a eclosao, foi-se utilizado o

protocolo para a avalicao da toxicidade do
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latex. Onde foram  preparadas as
concentracdes do latex da amostra 2 (latex
puro) com a agua artificial preparada. As
concentracdes da amostra foram distribuidas
em tubos de ensaio (em triplicata) com o
volume final de 1mL. Para cada tubo de
ensaio (triplicata) com a amostra, 10 A.
salinas foram contadas e depois adicionadas
no volume de 1mL de agua marinha. O total
de A. salina foram 30 para cada
concentracao.

Foi feito a realizacao de um teste de
controle negativo (CN) com agua artificial
preparada. E um teste de controle positivo

(CP) com dicromato de potassio.

Analises dos Resultados

O tempo de avaliacao da toxicidade
da amostra para as A. salina foi de 24 horas
na presenca de luz fluorescente. Passado o
tempo de tratamento de 24 horas, a
quantidade de A. salina mortas foi contada.

Os resultados da quantidade de A.
salina que morreram foram determinadas
como percentagem de mortalidade pela
seguinte formula: Mortalidade (%) = Nmm-
Nc x10/N0O; onde, Nmm é o nimero médio
de A. salina que morreram, NO é o numero
inicial de A. salina que sobreviveram em
cada concentracao e Nc representa a
mortalidade no controle negativo.

Os dados obtidos foram apresentados
em tabela para verificacao qualitativa da

Letalidade Média. Os dados nao foram
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submetidos aos calculos  estatisticos

sugeridos pelo LAPEX.

Teste De Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
O ensaio para a obtencao da
realizado seguindo os protocolos propostos
pelo CLSI (2005), e utilizando bactérias
padronizadas, denominadas de cepas de
referéncia ATCC. As bactérias utilizadas no
teste foram Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 22922).

Preparacao do inéculo

Para cada bactéria de estudo, foram
colocados 900uL de caldo BHI 10% em um
tubo de ensaio juntamente com 100uL do
inoculo bacteriano com turvacao igual ao
tubo de 0,5 da Escala de McFarland. Apos
preparado o caldo com as bactérias, foram
levados 100pL para a microplaca de 96 pocos
do caldo com as bactérias e em seguida
adicionado 100pL do latex de H. speciosa no
primeiro poco e seguindo entao diluicoes

seriadas decrescentes.

Preparo das Microplacas

A microplaca foi condicionada entao
para estufa em 37°C por 24 horas para a
avaliacao do crescimento. Na leitura dos
resultados, utilizou-se 20uL de resazurina
para a analise da coloracao e avaliacao dos
resultados, onde a obtencao da coloracao

azul indica que nao houve crescimento das
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bactérias nos pocos e a coloracdo rosea-

avermelhada indica a presenca do

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Devido a certas limitacoes para a
caracterizacao da concentracao inicial do
latex, como a utilizacao de metodologias em
equipamentos que definam a sua
concentracao, a mesma foi trabalhada como
de 1:1, tanto para os testes de CIM como de
Letalidade em A. salina.

A verificacao da CIM foi testada com
cepas de E. coli cultivadas em meio agar
CLED/MACONKEY e S. aureus cultivadas em
meio agar BHI/SANGUE.

Observou-se o crescimento, nos testes
com a amostra 1 (latex diluido), em todas as
concentracoes para S. aureus e inibicao total

do crescimento em todas as concentracoes
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crescimento dos microrganismos.

para E. coli. JA com a amostra 2 (latex
puro), foi observada nas concentracdes de
1:1, 1:2 e 1:4 do latex puro, o crescimento
para S. aureus e E. coli. Todavia, nas demais
concentracoes testadas de 1:8, 1:16, 1:32 e
1:64, foi-se observada a inibicao do
crescimento de ambas as bactérias.

A leitura dos resultados foi feita por
meio de visualizacdo da coloracao das
placas, onde, a resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxinazina-3-ona-10-0xido), que possui
coloracao azul inicial, sofre oxidacao na
presenca de crescimento bacteriano,
tornando-se resofurina e obtendo assim

coloracao rosea-avermelhada.

Tabela 1: Concentracao Inibitoria Minima do Latex de Hancorniaspeciosa da Amostra 1 (5mL de agua + 10

mL de Latex).

MICRORGANISMOS (ATCC) CIM 1*

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Crescimento total

Inibicao total

* Concentracao Inibitéria Minima da amostra 1.

Segundo estudo recente o latex de H.
speciosa apresenta atividade antimicrobiana por
meio da realizacao do teste de disco-difusao em

poco em agar Muller-Hinton frente a S. aureus

Rev Pre Infec e Salde.2018;4:6991

isolados de mastite caprina na concentracao de
100% do latex, onde apresentou o halo de 15

mm, demonstrando que em sua constituicao, o
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latex possui algum componente que possui
atividade antimicrobiana® .

Em contrapartida outro estudo nao
verificou a atividade do latex frente S. aureus
utilizando a mesma metodologia, porém a
bactéria utilizada ndao era ATCC, sendo ela
oriunda de secrecao orofaringea, o que pode

justificar a auséncia da acdao devido a

Acdo antimicrobiana do latex de mangabeira

possibilidade da bactéria possuir algum
mecanismo de resisténcia contra o latex. O
mesmo conclui que apesar da auséncia da
atividade antimicrobiana do latex testado, é
preciso estudos posteriores que venham a

confirma o seu ensaio'®.

Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima do Latex de Hancorniaspeciosa da Amostra 2 (Latex puro).

CIM 2*
BACTERIAS ATCC Concentracao Inibicao Concentracao Crescimento
Escherichia coli 1:64 1:1-1:8
Staphylococcus aureus 1:64 1:1-1:8

* Concentracao Inibitdria Minima da Amostra 2.

Sendo assim, vale ressaltar que a
genética do latex utilizado e colhido pode ser
diferente do latex coletado no povoado
Mangabeira, onde essa variabilidade genética
pode justificar o aparecimento da acao neste
presente trabalho o que ressalta a sua
importancia e destaque, pois se utilizou
metodologias diferentes e tratamento
diferenciado do latex.

Outros estudos reportaram que outras
partes ou extratos da Mangabeira possuem
atividade antimicrobiana contra S. aureus e E.
coli, por meio do teste de CIM. Desse modo é
visto a importancia da cultura e do
conhecimento popular para que possa servir de
modelo no desenvolvimento de futuros farmacos
levando em

com acao antimicrobiana

consideracao o conhecimento a respeito da

presenca ou auséncia da toxicidade do latex"',
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Tendo em vista que seu uso de modo
geral (latex, folhas e frutos) é comumente
difundido na cultura popular, o latex nao
acarreta nenhum tipo de implicacao para a
saude. Devido ao seu sabor e aroma, o seu fruto,
por exemplo, é utilizado na producao de doces
geleias, xaropes, compotas, vinho, vinagre, suco
e sorvete. Sendo rapidamente propagado
também na utilizacdo agroindustrial™.

De modo geral entao, as plantas
mangabeiras sao reconhecidas por produzirem
uma grande variedade de pequenas moléculas
antibioticas que podem ser utilizadas na
medicina alternativa, sendo um meio natural
para o tratamento de infeccbes causadas por
essas e outras bactérias resistentes. Nesse
contexto, ha um crescente o interesse pelo uso
terapéutico de

produtos naturais,

especificamente aqueles derivados de

plantas®2!,
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CONCLUSAO

O latex de H. Speciosa possui atividade
antimicrobiana em relacao as duas cepas de
bactérias testadas, o que realca a veracidade da
cultura popular e de todo o seu conhecimento
para a aplicacao cientifica. Esse conhecimento
abre novas perspectivas para o desenvolvimento
de novos farmacos antimicrobianos diante do
problema global de resisténcia antimicrobiana
aos antibioticos atualmente comercializados.

E importante ressaltar que o latex,
quando em certas diluicbes, nao apresenta
toxidade em organismos sensiveis e que
necessitam de grande exigéncia nutricional e
ambiental para sua sobrevida. Contudo, é de
grande importancia a realizacao de ensaios que
venham a avaliar a sua toxidade em células
humanas para que desse modo possa-se ser
liberado e padronizado o uso do latex de H.
speciosa para o tratamento nao s6 da
pneumonia, mas de diversas doencas causadas
por bactérias, para que assim, 0 acesso ao
tratamento pela populacdo seja mais viavel e de

forma barata e eficaz.
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