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RESUMO

Objetivo do presente trabalho foi analisar a capacidade antibacteriana do extrato seco de cranberry
(Vaccinium macrocarpon) sobre cepa a Escherichia coli. E os objetivos especificos, enunciar a acdo das
doses minima e maximas indicadas e da dose considerada toxica ao ser humano do extrato de arando oxicoco
sobre cepa a E. coli; analisando no tempo 0, 24 e 72 horas a a¢do do cranberry sobre a placa de cultivo com
Escherichia coli; estimando a viabilidade celular e a proliferacdo celular na presenca do extrato de cranberry.
A pesquisa conta com um método experimental, in vitro, foi realizado nos laboratérios da Unicesumar campus
de Curitiba, ap6s o crescimento das bactérias E. coli nas placas, foi tratada com 300mg, 800mg e 2400mg de
cranberry e feito 0s grupos controles. Para observacao e contagem, foi utilizado coloragdo de Gram e camera
de Neubauer, respectivamente. Observou-se que o cranberry na dosagem de 800mg teve uma maior eficacia
e nessa dosagem obteve uma maior inibicdo em comparagdo ao grupo controle utilizado antibidtico. Na
contagem do tratamento de 800mg de cranberry em 24horas inibiu 45,66% e em 72 horas 58,50%, ja o
antibiético em 24 horas inibiu 43,82% e em 72 horas 53,48%. Conclui-se que as dosagens de 300 e 800mg
foram consideravelmente potentes contra Escherichia coli, principalmente quando h4 a comparacdo dos
testes desses solventes com os controles (controle/ antibiético; controle/veiculo de diluigdo).

PALAVRAS-CHAVE: Potencial antibacteriano; Escherichia coli; Cranberry.

1 INTRODUCAO

As infecgbes do trato urinario (ITU’s) sdo uma das patologias mais comuns
(LUCZAK; SWANOSKI, 2018). A prevaléncia da infec¢éo € o sexo feminino, afetando 50%
das mulheres (LLANO; MORENO-ARRIBAS; BARTOLOME, 2020), sendo que de 10 a 20%
apresentara alguma recorréncia durante sua vida (AZEVEDO; SILVA, 2012). O motivo
dessa predominancia seria questdes anatdmicas, uma vez que a uretra feminina possui
menor comprimento quando comparada a do homem, e por conta de sua localizacao estar
proxima ao anus e da cavidade vaginal (CASTRO et al., 2012).

Para a saude publica, a infec¢do do trato urinario constitui um grande gasto, com
hospitalizagcdo e despesas médicas. O agente etiolégico mais recorrente nas ITU’'s é a
Escherichia coli uropatogénica (UPEC), responsavel por cerca de 85% das cistites (LLANO;
MORENO-ARRIBAS; BARTOLOME, 2020). E classificada como gram-negativa pela
constituicdo da sua parede celular e é anaerobica facultativa (MIOTTO et al., 2019). Sua
morfologia é em forma de bastonete e sua viruléncia esta intimamente associada com seus
anexos de parede celular, como fimbrias e pili que se aderem fortemente no epitélio urinario
(SIMOES; SOUZA, 2019).

Uma das consequéncias da patologia relatada é o uso de antibiéticos de forma
irracional, sendo uma realidade em ambulatoérios e hospitais, induzindo por fim a resisténcia
bacteriana. A partir disso, novas alternativas ndo antibioticas de prevencdo séao
interessantes para a saude publica, como a fitoterapia. A RDC n° 26/2014 no paragrafo
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do artigo 2° afirma, que medicamentos fitoterapicos sdo obtidos de matérias-primas
vegetais, onde sua seguranca e eficacia sdo garantidas em evidéncias clinicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O cranberry (Vaccinium macrocarpon) tem sido discutido em diversas literaturas e
servido de inumeros testes como opgdo profilatica a ITU. Seu suposto principio para
infeccbes bacterianas que acometem o trato urinario seria as proantocianidinas (PAC’s) tipo
A, as quais impediriam a ligacéo de E. coli as estruturas uroepiteliais (HOWEL et al., 2005),
Ou seja, aconteceria uma interacao entre a bactéria e o composto, que evitaria a replicacao
e colonizacdo do patdgeno (LUCZAK; SWANOSKI, 2018) e o agucar D-manose também
teria funcdo na acao preventiva (REVISTA ESSENTIAL, 2018).

O Objetivo geral do presente trabalho é analisar a capacidade antibacteriana do
extrato seco de cranberry (Vaccinium macrocarpon) sobre cepa Escherichia coli. A partir
disso também faz parte de nossa meta, os objetivos especificos, como, enunciar a acao
das doses minima e maximas indicadas e da dose considerada toxica ao ser humano do
extrato de arando oxicoco sobre a cepa E. coli; analisar no tempo 0, 24 e 72 horas a acao
do cranberry sobre a placa de cultivo com Escherichia coli; estimar a viabilidade celular e a
proliferacéao celular na presenca do extrato de cranberry.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo € do tipo experimental, com realizacdo de testes in vitro no
periodo de 11 de junho a 1 de julho de 2021 no laboratério de microbiologia e de anélises
clinicas da UniCesumar, Campus Curitiba. A cepa experimental foi Escherichia coli ATCC
25922, doada pelo laboratério da Universidade Federal do Parana.O meio de cultura foi
preparado de acordo com o laboratorio indicado: KASVI. O extrato seco de cranberry com
25,16% de proantocianidina foi obtido da empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda. A
escolha da industria, foi com base na determinagdo do principio ativo, uma vez que outras
nao definem a quantidade de PAC’s presentes.

Para a preparacdo da amostra, a Escherichia coli foi plagueada em meio Muller
Hinton Agar, foram repicadas em placas de Petri com 0 mesmo meio de cultura, utilizando
a técnica de esgotamento com al¢a bacteriolégica estéril da marca Firstlab. As placas foram
incubadas em estufa por 16 dias, em temperatura de 37°C. ApOs o crescimento das
bactérias, as placas foram classificadas segundo o tratamento que seria recebido: Grupo
1: controle/ controle; Grupo 2: controle/ veiculo de diluicdo (agua); Grupo 3: 300mg de
cranberry (dose minima); Grupo 4: 800mg de cranberry (dose maxima); Grupo 5: 2.400mg
de cranberry (dose trés vezes maior que a maxima, possivelmente toxica ao ser humano);
Grupo 6: controle/ amoxicilina (100mg/2mL). A quantidade recebida de tratamento foi de
2mL de solucdo em todos os procedimentos, em um tempo de 24, 48 e 72 horas. Assim,
foi possivel realizar a andlise macroscoépica das coldnias, microscépica com coloracao de
Gram e contagem em microscopio fotdbnico da marca Opton em camera de Neubauer.

O extrato de cranberry, foi para cada quadrante das placas, de acordo com a
guantidade determinada de 2mL. A diluicdo foi realizada com solvente especifico, dgua
estéril. E apds ser diluido em béquer, foi colocado com pipetas estéril nas placas com o
in6culo, em cada quadrante. Para calcular a quantidade do extrato diluido em cada
dosagem, foi utilizado calculos de diluicdo, de modo que a concentracao final se mantivesse
inalterada e o volume para todas as dosagens finais fosse 2mL (agua estéril e extrato de
cranberry).

Os testes se iniciaram apoOs estabelecimento da cultura, depois de 16 dias de
replicacdo da Escherichia coli. As analises consistiram em: macroscoépica (a olho nu);
microscopica através de coloracdo de Gram; e contagem em Céamara de Neubauer, afim
de verificar a viabilidade celular e o efeito nocivo na presenca do cranberry. Para essa
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tltima analise, onde se quantificou as bactérias mortas junto aos solventes, o preparado
analisado foi uma diluicdo com 900uL de soro fisiolégico a 0,9%; 100uL de azul de tripan;
e 100uL de amostra. Dessa solugéo, 10uL foram analisadas em Camara de Neubauer,
contando 16 quadrantes laterais em microscépio Optico com objetiva de 1.000x.

O azul de tripan 0,4%, em solugao, foi utilizado para verificar a agdo nociva dos
tratamentos sobre as células. O material utilizado foi da Gibco, doado pelo laboratério de
pesquisa do Pequeno Principe.

No primeiro dia do teste, foi realizada analise sem adicdo de substancias e depois
adicionado as respectivas solugdes. O tratamento repetiu por 24, 48 e 72 horas, e as
analises foram feitas em 24 e 72 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com estudos de Souza et al. (2016) acercados efeitos antimicrobiano do
extrato de cranberry sobre micro-organismos causadores de infec¢do urinaria, em especial,
a Escherichia coli, o cranberry apresentou resultado positivo, exercendo, portanto, efeito de
inibicdo sobre essa bactéria. Assim como em nossos estudos, onde a adi¢cdo de solucao
com extrato de cranberry trouxe alteracbes macroscoépicas as estrias com bactérias em
comparacao as estriam que nao receberam tratamentos.

Nos testes realizados, apesar da execucdo da coloracdo de Gram, ndo houve
achados significativos de apéndice da bactéria ou qualquer tipo de alteracdo de parede
celular. Entretanto, a partir dessa coloracéo, confirma-se a analise de bactérias do grupo
Gram-negativo.

Para a analise microscépica em Camara de Neubauer, os resultados obtidos foram
decisivos para a conclusédo do efeito antibacteriano do Vaccinum macrocarpon, quando
comparado aos testes controles. Assim, na andlise quantitativa do potencial nocivo do
extrato de cranberry, houve efeitos positivos, uma vez que a presenca da solugcéo apoés as
horas de tratamento trouxe a morte significativa de Escherichia coli, como ilustra o gréfico
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Grafico 1: Acao nociva do cranberry sobre a E. coli.

Outro achado apés 3 dias de tratamento, foi observado a presenca de grumos de
bactérias mortas, no grupo 2, obteve-se 6 grumos; no grupo 3: 4 aglomerados; no
controle/controle: 1 granulo; e controle/antibiético: 52 aglomerados.

De acordo, com o grafico 1 foi possivel observar que o cranberry teve uma maior
eficacia no combate da E. coli, no Grupo 4 (800mg), nas analises de 24 horas obteve
45,66% e em 72 horas correspondeu em 58,50% que o cranberry foi efetivo contra as

Anais Eletrénico XIl EPCC

UNICESUMAR - Universidade Cesumar .
®
www.unicesumar.edu.br/epcc2021 @UnlCesumar


http://www.unicesumar.edu.br/epcc2021

ENCONTRO INTERNACIONAL
DE PRODUCAO CIENTIFICA
DA UNICESUMAR ISSN 2594-4991

ISBN 978-65-5615-456-5

bactérias. O grupo 4 teve uma maior efetividade que o grupo 5 (2400mg) de cerca de 36,
64 % em 24horas e 41,94% em 72 horas. Comparando o cranberry (grupo 4) com o
antibidtico utilizado, podemos observar que o cranberry obteve uma maior eficacia, sendo
em 24horas de tratamento o grupo 4 apresentou 45,66 %, enquanto o antibiético 43,82%.
Em 72 horas o grupo 4 apresentou 58,50% e o antibiotico 53,48% de inibicdo das bactérias.

4 CONCLUSAO

A partir das analises realizadas, conclui-se que as dosagens de 300 e 800mg foram
consideravelmente potentes contra Escherichia coli, principalmente quando ha a
comparacao dos testes desses solventes com os controles.

Contudo, afirma-se que mesmo com esses resultados obtidos, o interessante seria
realizar mais analises com dosagens maiores que 800mg, e ndo apenas a de 2.400mg,
uma vez que apesar desta ter maior quantidade de proantocianidinas, ndo houve uma acéao
nociva significativa sobre as células quando comparado aos controles e a acdo da
guantidade maxima e minima do extrato utilizado. Outra sugestdo seria a aplicacdo dos
estudos em cultivo de células epiteliais in vitro, para obtencéo de resultados mais fidedignos
guando comparado a a¢ao da substancia in vivo.
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