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RESUMO

MENDES, F. L. R. Avaliacdo da atividade antibacteriana de extratos de Eugenia
brasiliensis. 2019. 73f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
2019.

A resisténcia aos antimicrobianos € uma ameaca crescente em infec¢Bes bacterianas, ndo so
dificultando os tratamentos, mas aumentando a morbidade e mortalidade. Bactérias como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus séo causas comuns de
infeccOes resistentes a antibioticos. Nesse contexto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
alerta para a escassez de novos medicamentos eficazes contra bactérias. Em contrapartida,
fontes naturais como plantas, ainda pouco exploradas, podem possuir atividade
antimicrobiana ainda por ser descoberta. Portanto, urge explorar esse potencial,
especialmente, em casos promissores, como no género Eugenia, conhecido por apresentar
acidos triterpénicos, bioativos. Apesar de ser um género promissor nem todas suas espécies
foram analisadas, levando-nos a escolha de uma espécie pouco estudada. Portanto, esse
trabalho objetivou avaliar e comparar o potencial antibacteriano de extratos de folhas de
Eugenia brasiliensis, obtidas por coletas sazonais e testar sua toxidez. As coletas foram
realizadas trimestralmente no Jardim Botanico do RJ (JBRJ) e os extrato etanolicos
preparados com o pd das folhas secas. Foram utilizadas cepas ATCC Gram positivas de
S.aureus: 25923 (S Lactamase -) e 29213 (f Lactamase +), e duas Gram negativas, E.coli
(28922) e Pseudomonas aeruginosa (27853). A técnica de escolha foi a microdiluicdo em
placa de 96 pocos, pois permite avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
posteriormente a concentracdo bactericida minima (CBM). No extrato onde houve maior
atividade antibacteriana foi realizado o teste de toxidez com o crustaceo Artemia salina. Os
testes fitoquimicos foram realizados através da técnica de cromatografia em camada delgada
(CCD) e o solvente utilizado na extracdo foi o etanol. Foi possivel através deste estudo
detectar como metabdlitos secundarios: alcaldides, flavandides, triterpendides, esteroides e
taninos. Através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), foi quantificada a presenca dos acidos triterpenicos, 0s
quais sdo atribuidos a bioatividade antimicrobiana. Os resultados mostraram que o acido
oleandlico, betulinico e ursolico estdo presentes em todas as estacBes do ano. Todavia, a
melhor atividade antibacteriana (1 mg/mL) foi identificada nos extratos obtidos nos meses
mais quentes (menores CIM para bactérias Gram positivas). A CBM foi compativel com a
CIM indicando possivel atividade bactericida dos extratos. A dose letal mediana (DLso) do
extrato do verdo frente A.salina ap6s 24h foi 2mg/mL. A pesquisa demonstrou atoxicidade
dos extratos, atividade antibacteriana promissora para Gram positivos e existéncia de
variacdo sazonal, sugerindo um bom potencial para E.brasiliensis e indicando que maiores
estudos devem ser realizados.



ABSTRACT

Resistance to antimicrobials is a growing threat in bacterial infections, not only hindering
treatments but also increasing morbidity and mortality. Bacteria like Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus are common causes of infections
resistant to antibiotics. In this context, the World Health Organization (WHO) warns of the
scarcity of new drugs effective against bacteria. In contrast, natural sources such as plants,
still underutilized, probably there is antimicrobial activity still to be discovered. Therefore, it
Is imperative to explore this potential, especially in promising cases, such as in the genus
Eugenia, known to have triterpene, bioactive acids. Despite being a promising genus not all
its species have already been analyzed, which led us to choose a species little studied.
Therefore, this work aimed to evaluate and compare the antibacterial activity of leaves
extracts of Eugenia brasiliensis, obtained by seasonal collections and test their toxicity. The
collections were carried out quarterly in the Botanical Garden of RJ (JBRJ) and the ethanolic
extract prepared with the dry leaves powder. Gram-positive ATCC strains of S.aureus:
25923 (p Lactamase -) and 29213 (4 Lactamase +), and two Gram negative strains, E.coli
(28922) and Pseudomonas aeruginosa (27853) were used. The technique of choice was the
96-well plate microdilution, since it allows evaluating the minimum inhibitory concentration
(MIC) and later the minimum bactericidal concentration (MBC). In the extract with the
highest antibacterial activity was used in the toxicity test carried out with the Artemia salina
crustacean. Phytochemical tests were performed using the thin layer chromatography (CCD)
technique and the solvent used in the extraction was ethanol. It was possible through this
study to detect as secondary metabolites: alkaloids, flavonoids, triterpenoids, steroids and
tannins. The presence of triterpenic acids, which are attributed to antimicrobial bioactivity,
were quantified by The High Performance Liquid Chromatography with diode array detector
(CLAE-DAD). The results showed that oleanolic, betulinic and ursolic acid are present in all
seasons over the year. However, the best antibacterial activity (1 mg/mL) was identified in
the extracts obtained in the warmer months (smaller MICs for Gram-positive bacteria). The
MBC was compatible with the MIC indicating a possible bactericidal activity of the extracts.
The median lethal dose (LD50) of the summer extract after A.salina after 24h was 2mg/ mL.
The research demonstrated the toxicity of extracts, promising antibacterial activity for Gram
positive and the existence of seasonal variation, suggesting a good potential for E.
brasiliensis and indicating that further studies should be performed.
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1. INTRODUCAO

Desde que a humanidade comecou a pensar em formas para curar as doencas, ela
buscou auxilio na natureza, o que acabou gerando a chamada "medicina tradicional”,
baseada nas teorias, crencas e experiéncias de diversas culturas. Ela surgiu antes da
medicina moderna, com base muitas vezes no empirismo, congregando todas as
informac0es, habilidades e praticas utilizadas na prevencéo, no diagndstico e no tratamento
de doencas, bem como na manutencdo da saude (WHO, 2013; GEWEHR et al., 2017).

Em todo o mundo, a aplicacdo de conhecimentos da medicina tradicional esta
presente na assisténcia a saude, muitas vezes, assumindo um papel essencial. Esse conjunto
de préaticas populares, que acompanha a histéria da humanidade, é empregado na
manutencdo da salde, na prevencdo e no tratamento de doencgas. Por outro lado, muitas
vezes a medicina alopata perde terreno no preco agregado e na eficacia para doencas que
antes se mantinham em controle e hoje extrapolam os tratamentos por diversos

mecanismos, como é o caso das infecc¢Ges bacterianas (WHO, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), nos paises em desenvolvimento,
grande parte da populacdo depende da medicina tradicional para atengdo primaria a salde,
além disso, uma parcela significativa da populacdo mundial confia nos produtos a base de
plantas medicinais para o tratamento de suas doencas, ou utiliza a medicina tradicional.
Vérios autores apontam para o fato de que quando ha seguranca e eficacia, a medicina
tradicional é capaz de garantir amplo acesso aos cuidados de saude, para aqueles ao qual a
medicina convencional ndo esta acessivel (SILVEIRA, BANDEIRA, ARRAIS, 2008;
WHO, 2013).

As plantas medicinais sdo um dos principais recursos da medicina tradicional e, no
Brasil, fazem parte das Préticas Integrativas e Complementares do Sistema Unico de Satde
(SUS) (BRASIL, 2012). A diversidade étnica e cultural, aliada a maior biodiversidade do
mundo, justifica a riqueza do conhecimento tradicional sobre plantas medicinais no Brasil.
Além da importancia para o enfrentamento das desigualdades no acesso aos servicos de

salde, o desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos no pais representa



importante fonte para obtencdo de novas plantas medicinais de interesse clinico (BRASIL,
2006).

Analisando as vérias possibilidades de pesquisa com fins medicinais em plantas de
nossa biodiversidade, ressalta-se a urgéncia no desenvolvimento de novos antimicrobianos
capazes de combater agentes etiol0gicos resistentes aos tratamentos atualmente disponiveis
(WHO, 2013).

Desta forma, varias pesquisas ja vém sendo desenvolvidas e direcionadas para a
busca de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros
produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacéuticos e cosméticos. As
variacOes referentes a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de extratos
de plantas podem ser atribuidas a varios fatores, que vao desde a forma e local de cultivo,
método de pesquisa, até a técnica de verificacdo de sensibilidade antimicrobiana
empregada. Portanto faz-se necessario uma sistematizagdo e também uma padronizacdo das
pesquisas e testes nesse campo (OSTROSKY et al., 2008; DE LIMA et al., 2011).

Tomando por base as vérias espécies vegetais da biodiversidade brasileira, as
pesquisas de atividade antimicrobiana propostas na literatura e 0 uso ja descrito da Familia
Myrtaceae, principalmente do género Eugenia na medicina tradicional, foi selecionada a
espécie Eugenia brasiliensis para este projeto. Cabe ressaltar que apesar de haverem relatos
de outras espécies de Eugenia apresentando essa atividade, ha poucos trabalhos sobre essa
espécie que, portanto, possui um grande potencial ainda a ser explorado (ALMEIDA,
FARIA, SILVA, 2012; COSTA, 2015; QUEIROZ et al., 2015).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PLANTAS MEDICINAIS

O Sistema Unico de Salde (SUS) incentiva o uso das plantas medicinais e seus
derivados, através de programas municipais de Atencdo Basica de Saude onde a populagdo
possui poucos recursos financeiros para compra de medicamentos alopaticos (BRASIL,
2006). Um destes programas, o Farmécia Viva, promove 0 acesso da populacdo as plantas
medicinais, atuando desde a producédo a assisténcia farmacéutica com fitoterapicos e opera
em municipios onde o acesso aos farmacos é limitado. No Rio de Janeiro existe um grande
estimulo a exploracdo de plantas locais com efeito medicinal indicado pelo conhecimento
tradicional (REIS et al., 2004).

Apesar de todo o empenho do SUS para estimulo do uso de fitoterdpicos e
derivados vegetais, existe uma legislacdo para proteger o patriménio brasileiro e que por
muitas vezes se torna uma barreira dificultando os estudos, pesquisas e desenvolvimento
nesta area (BRASIL, 2004). Junto a este fato, encontra-se a falta de interacdo entre a
pesquisa académica e a industria, que ndo permite melhorar e acelerar os processos de
producdo dos fitoterapicos ou fitofarmacos (SIMOES, SCHENKEL, 2002).

Nos ultimos anos a utilizacdo de fitoterdpicos pela populacdo brasileira tem
aumentado de forma expressiva, dois fatores poderiam explicar este aumento. O primeiro
seriam 0s avancos ocorridos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes. O segundo é a crescente tendéncia de
busca, pela populacgdo, por terapias menos agressivas destinadas ao atendimento primario a
salde (BRUNING, MOSEGUI, VIANNA, 2012). Somando-se a essa convergéncia, tem
sido observado, que além da utilizacdo dos medicamentos alopéticos, a populacdo que
busca atendimento nas unidades basicas de satide (UBS) concomitantemente também acaba
utilizando plantas medicinais, muitas vezes desconhecendo a possivel existéncia de efeitos
toxicos, além de ndo ter entendimento integral quanto a sua acdo terapéutica, forma mais
correta de cultivo, de preparo, quanto de cada planta pode ser indicada e em quais casos sdo

contra-indicadas. Esse ultimo item apresenta importancia especial, j& que ocorre uma



crenca popular que os fitoterdpicos por serem naturais, ndo exercem nenhum efeito
prejudicial & saide (RODRIGUES, 2011; BRUNING, MOSEGUI, VIANNA, 2012).

Ainda dentro deste segmento, é importante ressaltar, que vérios fatores como por
exemplo clima, solo, maneira de cultivo, estacdes entre outras podem alterar os metabdlitos
secundarios das plantas, além da possibilidade de ocorrer adulteracGes e contaminacoes, o
que aponta para a necessidade de uma analise quimica detalhada de plantas destinadas ao
uso terapéutico. Todas essas possiveis variagcdes, exigem uma incessante pesquisa e
acompanhamento de todos os possiveis fatores, acarretando a necessidade de estudos que
visem também detectar as condicdes e épocas para cultivo e/ou coleta que conduzam a uma
matéria-prima vegetal com concentracGes desejaveis de principios ativos, e também um
rigoroso controle de qualidade realizado por meio de técnicas analiticas modernas, para
garantir constancia na composicdo de metabolitos secundarios (os quais na maioria das
vezes sdo 0s responsaveis pelos efeitos terapéuticos) no preparo do fitoterapico em escala
industrial (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

A maior parte da utilizacdo atual dos fitoterapicos ocorre por automedicacao e nao
considera estudos de sua potencialidade tdxica, ainda mais, quando utilizado juntamente
com medicamentos da medicina alopata. Outro possivel problema pode estar associado ao
fato da utilizacdo das plantas medicinais por individuos de idades extremas, durante a
gravidez e por portadores de doencas cronicas que interferem no metabolismo (SILVEIRA,
BANDEIRA, ARRAIS, 2008). O Sistema Nacional de InformacBes Toxicologicas
(SINITOX), informou que no ano de 2016, foram registrados no Brasil 90 casos de
intoxica¢do humana por uso de plantas (SINITOX, 2016).

Uma metodologia simples para avaliar a toxicidade de um extrato vegetal, inclusive
usada atualmente também para avaliar a toxicidade de nanoparticulas é o ensaio bioldgico
com Artemia salina Leach (Anostraceae) (RAJABI et al., 2015; ABRANTES, 2017).

Artemia salina € um microcrustaceo, muito sensivel a presenca de substancias
potencialmente toxicas (MCLAUGHLIN, CHANG, SMITH, 1993). De acordo com Meyer,
e colaboradores, (1982), existe uma relacdo entre a toxicidade e a concentracdo letal
mediana (DLsg) de extratos vegetais sobre a Artemia salina, sendo que, quando s&o



encontrados valores de DLso maiores que 1000 pug/mL ¢ ndo é observada a morte de mais

de 50% destes crustaceos, estes extratos ndo sao considerados téxicos.

Estudos realizados em Cuba tambem indicam a utilizagdo do teste da A. salina para
predizer a toxicidade in vivo, de extratos de plantas, apresentando uma boa correlagdo com
ensaios mais complexos realizados em roedores (PARRA et al., 2001), tendo sido
considerado como um teste eficiente, rapido, de baixo custo e que requer uma quantidade
pequena de amostra (PIMENTA et al., 2003), esse método segue o principio dos 3Rs
(reducdo, refinamento e quando possivel a substituicdo) recomendado para pesquisas
cientificas e indicado como meta prioritaria nos dias atuais (FLECKNELL, 2002). Além
disso, Artemia salina é uma espécie de facil manipulacdo em laboratorio e de baixo custo
econdmico (CALOW, 1993).

Segundo Abrantes (2017), o bioensaio com Artemia salina proporciona uma
vantagem no controle de qualidade e na padronizacdo de produtos de origem boténica,
podendo ser utilizado para monitorar a atividade de produtos naturais bioativos. Em linhas
gerais, este teste de toxicidade esta baseado na premissa de que substancias bioativas séo
quase sempre toxicas em altas doses. Portanto, a verificacdo da letalidade em um
organismo animal simples pode ser utilizada para selecdo de extratos vegetais (Moreira et
al., 2013)

2.2. INFECCOES MICROBIANAS E RESISTENCIA BACTERIANA AOS
ANTIMICROBIANOS.

Ao nascer entramos em contato com diferentes micro-organismos presentes no
ambiente externo, gerando nossa microbiota comensal (FERNANDES, 2000). Essa
microbiota pode variar em funcéo da idade, sexo, pH, temperatura, chegando a participar da
vida do individuo em momentos distintos de maneiras especificas dependendo de fatores

diversos, intrinsecos e extrinsecos (SILVA, 1999).



Diferentes infec¢bes podem ocorrer por micro-organismos invasores ou pela propria
microbiota do individuo em decorréncia de desequilibrios, baixa imunidade,
superpopulacdo de determinada espécie ou por estarem fora do seu habitat normal. Em
condi¢des normais 0s membros da microbiota podem ser extremamente benéficos existindo
como mutualistas, protegendo o hospedeiro, competindo pelos nichos onde se encontram e
pelos nutrientes, de forma mais eficiente que 0s micro-organismos externos, o que inibe e
dificulta, muitas vezes a colonizagdo destes ultimos. Além disso podem produzir nutrientes
importantes (sintese de vitamina K e B) e também contribuir para o desenvolvimento do
sistema imunoldgico. Toda nossa relacdo harménica ou ndo com micro-organismos
dependera também de caracteristicas inerentes a eles proprios (NOGUEIRA, MIGUEL,
2010).

Segundo Fernandes (2000) e Frota e colaboradores (2015) podemos usar uma
classificacdo simples para a maioria das bactérias de importancia clinica, dividindo-as em
trés grupos distintos com base na composicdo de sua parede e caracterizando-as apos a
realizacdo de métodos de coloracdo classicos: Bactérias Gram-positivas, quando existe uma
camada espessa de peptidioglicano na sua parede e ap6s a coloracdo de Gram assumem
coloracdo violeta; Bactérias Gram-negativas, quando a camada de peptidioglicano é
delgada, mas apresentam uma porcdo externa de lipopolissacarideo e lipoproteinas,
assumindo coloracdo rosada a vermelha quando submetidas ao método de Gram; e as
bactérias Alcool-acido resistentes, conhecidas como BAAR (Bacilos alcool-acido
resistentes) cuja parede possui lipideos complexos (&cidos micélicos) que conseguem reter
0 corante primario mesmo depois de submetidas a descoloracdo pelo alcool-acido no
método de Ziehl Neelsen. Existem ainda outros grupos bacterianos que ndo seguem esse
critério de classificacdo pela coloracdo, os espirilos que sdo muito delgados e o0s
micoplasmas que além de muito pequenos ndo possuem parede (NOGUEIRA, MIGUEL,
2010).

Desde a descoberta do primeiro antimicrobiano por Fleming em 1928 e seu primeiro
uso em humanos em 1940 (JBPML, 2009), houve uma preocupagdo constante com a
resposta bacteriana as substancias que causavam sua inibicdo ou morte. O uso excessivo de

penicilina ap6s a Segunda Guerra Mundial resultou no aparecimento das primeiras cepas de



bactérias Gram-positivas ndo susceptiveis a antibidticos penicilinicos, conhecidos como
penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae (PRSP), e igualmente para os antibi6ticos
langados no mercado nos anos seguintes, aos poucos comegaram a ocorrer resisténcia em
cepas bacterianas, devido a mecanismos de selecdo, troca de informacdes e ao uso
desregrado que ocorre até os dias atuais. Algumas bactérias que inicialmente eram
combatidas facilmente com penicilina, como o Staphylococcus aureus, comecaram a
expressar enzimas f-lactamases o que confere uma maior resisténcia a antibidticos de f-
lactdmicos e a partir deste momento desenvolveram varios mecanismos, chegando algumas
cepas a apresentar atualmente resisténcia a todas as drogas de uso comercial (SILVEIRA,
2006).

Uma das Gltimas linhas de defesa contra a ameaca do S. aureus surgiu a partir da
descoberta do antibidtico vancomicina em 1956 que demonstrou excelente desempenho
frente as cepas resistentes a meticilina, conhecidos por MRSA (“methicillin-resistant™ S.
aureus), causadores de problemas como infecgdes hospitalares. Esta supremacia comegou a
sofrer abalos com o aparecimento das primeiras cepas de Enterococcus resistentes a
vancomicina, conhecidos por VRE (“Vancomycin-Resistant” Enterococci). O temor de que
genes causadores de resisténcia a vancomicina presentes nos VRE fossem transmitidos para
MRSA foi confirmado, e em 2002 nos Estados Unidos, foi descrito o primeiro caso de
resisténcia total do Staphylococcus aureus a vancomicina, sendo conhecidos atualmente
como VRSA (“vancomycin-resistant” S. aureus) (SILVEIRA, 2006).

No caso das bactérias Gram negativas, principalmente o grupo das enterobactérias,
0s mecanismos de resisténcia podem variar desde a deficiéncia de porinas até a producédo de
enzimas capazes de inativar a agéo de drogas antimicrobianas (ABRANTES, NOGUEIRA,
2017), como por exemplo as beta-lactamases ja escritas para S.aureus. Essa enzima
propicia um importante mecanismo de resisténcia a S-lactamicos, pois tem a capacidade de
hidrolisar o anel beta-lactdmico do antimicrobiano pela quebra da ligacdo amida, o que leva
a perda da capacidade deste em inibir a sintese da parede celular bacteriana (WILLIAMS,
1999).

Dentre os farmacos antimicrobianos, a categoria dos pg-lactamicos sdo 0s mais

utilizados, seu mecanismo de acdo atua na parede celular inibindo enzimas chamadas
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penicillin binding protein (PBP). Os S. aureus possuem trés mecanismos distintos de

resisténcia a meticilina:
a) hiperproducdo de beta-lactamases;
b) modificagdes na capacidade de ligacdo das PBPs;

c) presenca de uma proteina ligadora de penicilina (PBP protein binding penicilin) alterada

denominada PBP 22 que é determinada pela presenga do gene mecA;

Este Gltimo, designado para resisténcia a meticilina, impede a terapia com qualquer
um dos antibi6ticos S lactamicos atualmente disponiveis, e pode prever resisténcia a varias
classes de antibidticos além dos g-lactamicos. (Souza, Reis, Pimenta, 2007; Moon et al.,
2007; Aarestrup et al., 2001).

Atualmente mais de 35 enzimas beta-lactamases distintas ja foram descritas,
incluindo as carbapenemases, que atribuem as bactérias resisténcia aos antimicrobianos
carbapenémicos, aumentando as taxas de mortalidade e gerando um grande problema de
satde publica no Brasil e no mundo (ABRANTES, NOGUEIRA, 2017).

No que se refere a um mecanismo responsavel pela multirresisténcia em BAAR a
unica explicacdo amplamente aceita esta na ocorréncia natural de varias mutagdes no
genoma bacteriano durante o processo de replicacdo e na selecdo natural de cepas
resistentes (QUIROS-ROLDAN et al., 2001).

O uso indiscriminado de antimicrobianos, por automedicacéo, tempo de uso inadequado,
utilizagdo irregular ou excesso de prescri¢des também contribui para aumento global da resisténcia
bacteriana, 0 que leva a uma escassez na atualidade de antibi6ticos capazes de conter muitas
infeccOes dessa etiologia. Esse fato reforga a necessidade de langamento de novas substancias com
essa atividade (BRASIL, 2010).

De fato, 0 uso abusivo de antibidticos até para tratamento de infec¢Ges virais, como
caxumba, sarampo e gripe, e febres de etiologia desconhecida que ndo respondem a
antibioticoterapia, além de indtil, também promove o surgimento da resisténcia, j& que
bactérias pertencentes a microbiota, acabam entrando em contato com essas substancias.

Diante deste cenario alarmante, farmacos que hoje lideram as listas dos mais vendidos

8



correm o risco de se tornarem inuteis ao longo do tempo, devido ao aumento da resisténcia
bacteriana. Desta forma, a comunidade medica e cientifica vem procurando compreender o0s
fendmenos responsaveis pelos mecanismos adaptados de resisténcia, de forma a criar

alternativas e novas estratégias para o combate a bacteérias resistentes (SILVEIRA, 2006).

2.3. MECANISMOS DA RESISTENCIA BACTERIANA

Segundo o CDC (Centro de Controle e Prevencdo de Doengas — Atlanta - EUA),
desde a década de 50 j& existem casos de resisténcia bacteriana. Os micro-organismos
resistentes sdo denominados deste modo quando sao resistentes a uma ou mais classes de
antimicrobianos (MOTA et al., 2005). Por ser a resisténcia um fendbmeno complexo, esta
envolve inimeros fatores desde o micro-organismo até a imunidade do paciente (MOTA et
al., 2005).

Segundo Antonio e colaboradores (2009) e Mota e colaboradores (2005) uma cepa
bacteriana pode se tornar resistente a determinado antibi6tico sem a necessidade de contato
prévio com a droga. Esse tipo de resisténcia esta associada a mecanismos genéticos do
micro-organismo, havendo trés caminhos pelos quais isso pode acontecer: A resisténcia
inerente ou intrinseca, quando alguns micro-organismos naturalmente possuem genes que
Ihes conferem resisténcia a determinado antibiotico, ou mesmo devido a uma caracteristica
intrinseca, como a falta de um sitio de ligacdo para um dado antibiético; A mutacéo
genética espontanea ou recombinacdes, que podem resultar na evolucao e multiplicagdo de
um mutante resistente; E a transferéncia de material genético, quando bactérias podem
adquirir carga genética externa conferindo resisténcia pelos mecanismos de transformacéo
(onde a bactéria adquire DNA livre que contém genes de resisténcia e o incorpora no seu
proprio genoma), transducdo (a bactéria atua como hospedeiro de um virus, bacteriofago, o
qual transmite genes de resisténcia durante seu ciclo reprodutivo), conjugagdo (tipo de
reproducdo bacteriana em que ocorre transmissdo de elementos de resisténcia) e por

transposons (que sdo segmentos moveis especializados de DNA e que podem estar



inseridos aleatoriamente em plasmideos e/ou cromossomos bacterianos e ser transferidos

entre bactérias de mesma espécie ou entre bactérias de diferentes cepas ou espécies).

2.4. PRINCIPAIS CLASSES DE ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo na atualidade compostos naturais ou sintéticos capazes de
inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados
como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano (QUIMARAES, MOMESSO, PUPO,
2010).

Existem varios métodos para testar in vitro, a suscetibilidade de um micro-
organismo a determinado antimicrobiano. Um dos mais utilizados é o teste de difusdo em
disco, onde discos com concentracdes conhecidas de um determinado farmaco séo
colocados em placas de culturas, havendo entdo, difusdo do antimicrobiano para 0 meio.
Relaciona-se entdo o diametro de inibicdo do crescimento com a concentra¢do do farmaco
em questdo. De acordo com zona de inibicdo, pode-se concluir se a bactéria € sensivel
aquele antimicrobiano. Essas praticas sao padronizadas e sua qualidade é posta em prova
por instituicdes que testam a qualidade de exames diagnosticos (COCKERILL, 2015;
CLSI, 2018). Outro método que, inclusive, permite avaliar a menor concentracdo do
antimicrobiano capaz de inibir o micro-organismo (CIM) é o método da verificacdo da
sensibilidade por diluicdo em caldo, que envolve a preparacdo de diluicdes seriadas e
logaritimicas do produto potencialmente antimicrobiano em meio de cultura liquido
semeado com a bactérias teste (NOGUEIRA, MIGUEL, 2010).

Segundo Junior (2015) os antibidticos comercializados hoje podem ser de origem
natural ou semissintética como: S-lactdmicos, tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
peptidicos ciclicos, estreptograminas, lincosamidas, rifamicinas entre outros, no entanto
tambem existem os de origem totalmente sintética como: sulfonamidas, fluoroquinolonas e
oxazolidinonas (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).
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Os mecanismos de acdo dos antimicrobianos sdo definidos pelo modo como afetam
a bactéria. Podem inibir a sintese da parede celular; alterar a permeabilidade celular; inibir
a sintese proteica ou mesmo a sintese de DNA e RNA (SILVA, 1999).

Guimardes, Momesso e Pupo (2010) organizaram uma tabela (Tabela 1) dos
antimicrobianos, seus alvos e mecanismos de acdo de maneira a facilitar a compreensao de

cada uma das classes.

Tabela 1 - Classes de antimicrobianos, alvo e mecanismo de ag&o.

Antihidticos Alvo Mecanismo de agio

B-lactimicos (penicilinas, cefalosporinas, Enzima transpeptidase Inibigiio da formagio de ligagio cruzada entre cadeias de

carbapeninas, monobactamas ) peptideoglicano, impedindo a formagio correta da parede
celular bacteriana.

B-lactimicos (oxapeninas, sulfoxapeninas) Enzima f-lactamase Inibigio da enzima de resisténcia bacteriana, que degrada
antibidticos f-lactimicos.

Macrolideos, lincosamidas, estreptograminas  Subunidade 505 ribossémica Inibigiio da sintese proteica bacteriana.

{dalfopristina e quinupristina), cloranfenicol,
oxazolidinonas (linezolida)

Aminoglicosideos. tetraciclinas Subunidade 308 ribossdmica Inibigio da sintese proteica bacteriana.
Glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina) Dipeptideo terminal D-Ala->-Ala do Complexagio com as cadeias peptidicas nio ligadas e bloqueic
peptideaglicano da transpeptidagio, impedindo a formagio correta da parede

celular bacteriana.

Peptideos ndio ribossomais (bacitracina, Membrana plasmatica Afetam permeabilidade da membrana bacteriana por

gramicidina C, polimixina B) facilitarern o movimento descontrolado de fons através da
membrana,

Lipodepsipeptideos (daptomicina) Membrana plasmdtica Afeta permeabilidade da membrana bacteriana e blogqueia

sintese de dcido pipoteicoico, componente da membrana
externa de bactérias Gram positivo.

Rifampicina RNA polimerase dependente de DNA Inibigdo da sintese de RNA,
Flucroguinolonas Enzima DNA girase Blogueio da replicagio e reparo do DNA.
Sulfonamidas Enzima di-hidropteroato sintetase Blogueio da formagio de cofatores do dcido folico, importante

para sintese de dcidos nucleicos.

Fonte: GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010.

Antibioticos naturais, na grande maioria das vezes, exibem estruturas quimicas
complexas importantes para as interacdes especificas e reconhecimento de alvos
macromoleculares em micro-organismos patogénicos. Com base nesta premissa,
pesquisadores de todo o mundo tem voltado sua atencdo nos ultimos anos, para fontes
naturais ainda pouco exploradas, pois antimicrobianos obtidos de novos ecossistemas estéo
frequentemente associados a diversidade quimica encontrada nestes ecossistemas
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

Czelusniak e colaboradores (2012) observaram que ha uma relagéo entre intensidade
de luz e producgédo de metabdlitos, pois todas as substancias produzidas pelas plantas estéo

envolvidas com a fotossintese, 0 que causa consequentemente, alteracfes anatomicas,
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fisioldgicas e quimicas. Esta producdo pode apresentar alteracBes significativas com
relacdo as variacGes na intensidade de luz, tendo maior producdo em pleno sol. Outro fator
importante na variacdo de producdo de metabdlitos ocorre em funcdo do 6rgdo da planta
pesquisada. Os mesmos autores indicam as folhas jovens, por serem as principais
responsaveis pela fotossintese, com isso devem ser as primeiras a serem avaliadas nesses

estudos.

O conhecimento sobre os fatores que podem alterar a composi¢do quimica de um
fitoterapico e em que partes da planta sdo encontrados maiores teores de metabdlitos, é
importantissimo, favorecendo sua produtividade e qualidade e tornando o produto final
mais viavel economicamente. Os metabdlitos podem variar em quantidade e teor, de acordo
com alteracGes sazonais, circadianas, intra e interplanta, idade e desenvolvimento da planta,
considerando também o desenvolvimento foliar, surgimento de novos 6rgdos, processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Além disso, temperatura, altitude, indice
pluviométrico, radiacdo UV, composicdo da poluicdo atmosférica, disponibilidade de
nutrientes e agua no solo, herbivoria e ataque de patégenos também podem modificar esses
metabolitos (CZELUSNIAK et al., 2012).

2.5. ANALISE FITOQUIMICA

Os testes fitoquimicos sdo essenciais para identificar classes de compostos e na
descoberta de novos constituintes quimicos de espécies vegetais que poderdo ter uso
terapéutico. Estes podem ser realizados para evidenciar distintas classes de compostos
organicos, e sdo aplicaveis em diversos tipos de extratos de todas as partes da planta. Os
Metabdlitos secundarios contribuem para os aromas, as cores dos alimentos e contra pestes
e doencas, sustentando a sobrevivéncia das plantas até em condicdes ambientais
desfavoraveis. Portanto, esses metabdlitos podem favorecer todos 0s seres vivos com suas
propriedades terapéuticas na cura das mais diversas patologias, pois sdo uma excelente

fonte de substancias biologicamente ativas (SILVA et al., 2018).
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A classificacdo dos metabolitos secundarios € definida de acordo com sua rota
biossintética, possuindo assim trés grandes familias desses compostos: os fendlicos, o0s
terpénicos (incluindo os esteroides) e os alcaldides (TORRES, 2014). Na Figura 1, é
possivel observar, exemplos de substancias destas familias: a quercetina, que é um
composto fendlico da classe dos flavonoides, acido betulinico, que € um composto

terpénico e a cafeina que é um alcaloide.

-
(0] \N N
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Quercetina Acido Betulinico Cafeina

Figura 1 - Exemplos de substancias das principais familias metabélicas.

Ao se realizar qualquer pesquisa fitoquimica, deve-se considerar os fatores
ambientais envolvidos no momento da coleta da planta, como sazonalidade, clima, tipo de
solo e temperatura do ar. De acordo com Gobbo-Neto e colaboradores (2007) a producgéo
de metabolitos secundarios pela planta ocorre como resposta a fatores quimicos e
bioldgicos da interacdo planta com o ambiente. Este fato pode explicar diferentes resultados

de extratos da mesma espécie, coletados em locais e periodos diferentes.

2.6. FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é composta de cerca de 100 géneros, com aproximadamente
trés mil espécies, sendo a maior familia da ordem Myrtales, com dois centros de disperséo,
nas Américas e na Australia, embora ocorram em todo o mundo. A familia é dividida em
duas subfamilias: Myrtoideae e Leptospermoideae. Sdo todas plantas tropicais ou

subtropicais, mas no Brasil ha somente cerca de mil espécies. Aqui, todos 0s representantes
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nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae, a qual é constituida araca, Martierea
(cambucd), Campomanesia (guabiroba), Paivaea (cambuci), Syzigium e apenas uma tribo,
Myrteae, subdividida em trés subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae. No Brasil, 0s
géneros mais importantes da familia Myrtoideae sdo Psidium (goiabeira), Myrciaria (cravo-
da-india) e Eugenia, ao qual pertence a espécie em estudo neste trabalho. Na América do
Sul, o género Eugenia distribui-se desde o Brasil até o norte e nordeste da Argentina,
Uruguai e Paraguai. Muitas espécies do género Eugenia séo apreciadas por seus frutos e
usadas como alimento (BENFATI et al., 2010).

O género Eugenia compreende cerca de 400 espécies, sendo um dos maiores da
familia Myrtaceae (FISCHER et al., 2005). Segundo Auricchio e Bacchi (2003) as plantas
do género Eugenia consistem em arvores ou arbustos verdes durante o ano todo. O fruto é
esférico, geralmente comestivel, sendo uma baga de até trés centimetros de didmetro,

coroado pelo célice e achatado nas extremidades.

A espécie Eugenia brasiliensis Lamarck (Figura 2), é conhecida popularmente
como Grumixama, Grumixameira, Grumixaba, Itapoiroti e Cumbixaba. Na medicina
popular, o uso da espécie na forma de infusdo das folhas, foi relatado para o tratamento de
artrite, reumatismo e como diurético. Os frutos maduros sdo usados como alimento e para a
preparacdo de bebidas fermentadas. Devido ao seu alto teor de taninos, o que lhe confere
acao adstringente, as cascas eram usadas na industria de couro, como tanantes (BENFATI
etal., 2010).

Figura 2: Planta Eugenia brasiliensis e suas flores, folhas e frutos.
Fonte: http://sosabelhassemferrao.com.br/site/grumixama-eugenia-brasiliensis
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Poucos relatos sobre compostos quimicos e atividades farmacoldgicas foram
registrados na literatura para a espécie Eugenia brasiliensis, todavia segundo estudos
preliminares de Magina e colaboradores (2009), a atividade antimicrobiana do género
Eugenia, foi demonstrada, a partir do 6leo essencial extraido das folhas da E. brasiliensis
Lam. nas espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. O que sugeriu que maiores estudos associados a sensibilidade bacteriana

deveriam ser realizados com essa especie.

Na familia Myrtaceae, os acidos triterpénicos se destacam tanto quimica quanto
biologicamente, sendo utilizados, portanto, como marcadores quimicos e biologicos. O
acido betulinico, um dos acidos triterpenos, de ocorréncia no género Eugenia, exibe uma
variedade de propriedades e tem se mostrado de grande valor para a pesquisa farmacéutica
(MOGHADDAM, AHMAD, SAMZADEH-KERMANI, 2012).

2.7. ACIDOS TRITERPENICOS

Vérios produtos naturais, usados como alimentos e também com aplicacdo
medicinal, apresentam &cidos triterpénicos em sua constituicdo quimica. Os acidos
triterpénicos mono-hidroxilados (oleandlico, ursélico e betulinico) ja foram muito relatados
sobre seu amplo espectro de atividades bioldgicas, onde se destacam as atividades: anti-
inflamatéria, antivirdtica, antimicrobiana, antiparasitaria, hepatoprotetora., atividade
cardiotbnica, sedativa, tonica, analgésica, anti-hiperlipidémica, envolvimento com inibicéo
de substancias toxicas do sistema imunoldgico, atividade cicatrizante in vivo,
antileishmania in vitro, acGes: hepatoprotetora, hipolipidémica, antiaterosclerdtica,
hipocolesterolemiante, tripanossomicida, imunomoduladora , anti-HIV, antillcera géstrica,
gastroprotetora, hipoglicémica, antiosteoporotica, antidiabética, anticoncepcional, atividade
in vitro contra melanoma, hepatoma, carcinomas de cérvix, cérebro, leucemia, carcinomas
de pulmao, ovario, célon, pancreas, rim, mama e atividade antiplasmadica in vitro. Estes
acidos apresentam baixa ou nenhuma toxicidade, sendo, inclusive, utilizados como aditivos
em bebidas, alimentos e em cosméticos (FRIGHETTO, 2005; SANTOS, 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana tem sido uma ameacga crescente e cada vez mais
frequente em infecgdes provocadas por micro-organismos. Além de dificultar e encarecer
o0s tratamentos, muitas vezes a resisténcia antimicrobiana os impossibilita, o que implica
maior sofrimento para os pacientes e aumento da mortalidade. Bactérias como Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e principalmente Staphylococcus aureus sdo causas comuns
de infeccdes hospitalares e na comunidade, de forma que o impacto de seus arsenais de
resisténcia € severo. Nesse contexto, a Organizacdo Mundial da Salde alerta para a
escassez de novas classes de medicamentos contra bactérias (WHO, 2014). Como ja
pontuado, fontes naturais como plantas de nossa biodiversidade, ainda pouco exploradas,
poderdo possuir atividade antimicrobiana ainda por ser descoberta e possibilitar, a partir de
pesquisas bioldgicas e quimicas a deteccdo de novos compostos relevantes. Portanto, urge
explorar o potencial antibacteriano de produtos vegetais, especialmente, em casos
promissores, como o de E. brasiliensis, especialmente quando consideramos as atividades
bioldgicas dos acidos triterpénicos, comumente encontrados nesse género, como 0s acidos

betulinico, oleandlico e ursoélico.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar e comparar o potencial antibacteriano de extratos de folhas de Eugenia

brasiliensis, obtidas por coletas sazonais.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar se extratos obtidos das folhas de Eugenia brasiliensis por metodologia

hidroalcodlica sdo capazes de inibir cepas bacterianas padréo.

e Definir a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM) de cada extrato de E. brasiliensis obtido, frente a cada cepa
bacteriana ATCC testada.

e Comparar a CIM e a CBM dos extratos de Eugenia brasiliensis nas diferentes

estacdes do ano;

e Avaliar a toxicidade dos extratos nas concentracbes em que houve atividade

antimicrobiana.

e Identificar o(s) componente(s) majoritario(s) presente(s) nos extratos que

apresentarem maior bioatividade;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. METODOS GERAIS

Os testes de atividade bioldgica foram realizados na Escola Nacional de Saude
Publica (ENSP/FIOCRUZ), no Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB) Laboratério
de Microbiologia, e os testes fitoquimicos realizados no Laboratorio de Produtos Naturais

(PN-2) em Farmanguinhos, ambos situados na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

5.1.1. Coleta, transporte e processamento inicial de Eugenia brasiliensis

A coleta do material vegetal, foi autorizada e iniciada no final de 2017, tendo sido
realizada sazonalmente ap6s pelo menos 2 dias de estiagem, no Jardim Botanico do Rio de
Janeiro (JBRJ) que se situa na rua Jardim Boténico, 1008. O espécimen de escolha para
nosso estudo, Eugenia brasiliensis Lam. (FIGURA 3) esta registrado no herbério do JBRJ
(RB 01194107) e localizado no canteiro 18E (22°58'04.4"S 43°13'37.3"W). A primeira
coleta ocorreu na primavera, no dia 18 de dezembro de 2017 as 10:00 horas e temperatura
27°C, a segunda coleta foi realizada durante o verdo, no dia 19 de janeiro de 2018 as 12:00
horas e temperatura 32°C, a terceira coleta foi realizada durante o outono, no dia 13 junho
de 2018 as 16:00 horas e temperatura 29°C e a quarta coleta foi realizada no inverno, no dia
30 de agosto de 2018 as 8:40 horas e temperatura 25°C.
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Figura 3- Espécime onde foram realizadas as coletas, localizado no JBRJ.

As folhas foram coletadas por todo o espécimen utilizando tesoura de poda. Em
seguida, foi realizada a mondagem, destacando as folhas dos galhos e selecionando-se as
mais saudaveis. Apds a coleta o material foi ensacado e imediatamente transportado ao
Laboratério de Microbiologia do DCB - ENSP — Fiocruz, onde as folhas foram limpas com
papel toalha (FIGURA 4), pesadas e secas em estufa com temperatura de aproximadamente
40°C. O tempo de secagem foi de 48 a 72 horas e logo em seguida o material novamente
pesado para célculo de rendimento e pulverizado em moinho de facas por um tempo de

cinco segundos por trés ciclos, seguindo as recomendacdes de Abrantes (2017).
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Figura 4- Processo de selecéo das folhas saudaveis e limpeza.

A primeira coleta obteve um total de 116,34g de folhas, que apds secagem na estufa
resultou em um total de 67,939 (41,61% = teor de &gua), enquanto a segunda coleta com
folhas frescas apresentava o total de 137,28g e ap0s processo de secagem na estufa resultou
um total de 83,49g (39,18% = teor de &gua), a terceira coleta apresentou um total de
159,079 e apos secagem na estufa resultou em 99.95¢g (37.14% = teor de agua) e a quarta
coleta apresentou um total de 99,859 e ap6s secagem na estufa resultou em 75,03 (24.85%

= teor de agua).

5.1.2. Obtencdo dos extratos de Eugenia brasiliensis
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O extrato alcodlico foi preparado com 50g do p6 resultante das folhas secas,
adicionado de 1L de etanol P.A 99,9% Emsure MERCK® e mantido em frasco estéril por
sete dias (FIGURA 5).

O restante do material foi armazenado para estudos posteriores. Esse procedimento

foi realizado seguindo as recomendacges de Cechinel Filho e Yunes (1998).

S3PUBIAl OIqES 10104

Figura 5- Extrato bruto preparado com 50g do pd das folhas secas e 1L de etanol P.A

Apds uma semana de armazenamento, 0s extratos foram levados ao rotaevaporador
BUCHI® (FIGURA 6) para a remocao dos solventes volateis e submetidos a evaporagéo até
a secura. Os mesmos foram armazenados posteriormente em dessecador para garantir total

auséncia de solvente seguindo as recomendacfes de Abrantes (2017).
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Figura 6- Etapa de rotaevaporagdo dos extratos

O rendimento em cada etapa, considerando as folhas desde a coleta, secagem e
realizacdo do extrato foram determinadas, calculando-se o rendimento total dos extratos, de
acordo com a férmula Re = (ExS /PFs) x 100, utilizada por Rodrigues e colaboradores
2011: Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); EXS = Peso do extrato seco (g); PFf =

Peso das folhas secas (g).

Ap0s este processo houve a ressuspensdo com solucéo hidroalcodlica a 50%, este
extrato é similar as tinturas realizadas popularmente, onde se misturam as partes ativas das
plantas as bebidas alcodlicas (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998).

5.1.3. Preparo das cepas bacterianas

No presente estudo foram utilizadas cepas bacterianas ATCC (American Type

Culture Collection) esses micro-organismos sao estaveis e padronizados com relacao a seu
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fenotipo bioquimico e ao seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. As bactérias
utilizadas foram duas cepas Gram positivas de S.aureus, uma ndo produtora da enzima [3-
lactamase (ATCC25923), e outra com essa particularidade (ATCC29213), e duas Gram
negativas, uma cepa de E. coli que € uma das Enterobacteriaceae mais conhecidas e usada
muitas vezes como um indicador de contaminacdo fecal, e uma cepa de Pseudomonas

aeruginosa, bactéria reconhecidamente resistente a varios antimicrobianos comerciais.

Tabela 2- Relagéo dos micro-organismos utilizados nos ensaios microbioldgicos

NOME CIENTIFICO GRAM REGISTRO DA CEPA
Staphylococcus aureus positivo ATCC 25923
Staphylococcus aureus positivo ATCC 29213
Escherichia coli negativo ATCC 28922
Pseudomonas aeruginosa negativo ATCC 27853

5.1.4 Preparo do inoculo

As cepas bacterianas se encontravam criopreservadas no Laboratério de
Microbiologia do DCB/ENSP — FIOCRUZ.

De forma asséptica, uma aliquota da bactéria preservada em glicerol foi retirada,
com o auxilio da al¢a de inoculacéo, e transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de
meio de cultura BHI previamente esterilizado. Posteriormente, incubou-se a cultura em
estufa bacteriologica a 36°C + 1°C por 18 a 24 horas observando a presenca de turvacao
indicativa de viabilidade bacteriana na fase Log (NOGUEIRA, MIGUEL, 2010).

A partir deste crescimento, as cepas ATCC foram entdo repicadas para meios
indicadores para confirmacdo de sua pureza e confirmagdo bioguimica seguindo as

recomendacdes de Abrantes (2017).
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O inoculo foi preparado seguindo a escala de turvacdo correspondente ao
crescimento bacteriano em caldo, tubo 0,5 da escala de padrdo de turbidez de Mc Farland,
sendo entdo utilizado um tubo de solucéo fisioldgica estéril (salina) acrescido do micro-
organismo ATCC e verificacdo comparativa com o padréo de turbidez. A padronizacéo foi
entdo confirmada com auxilio de um turbidimetro (NOGUEIRA, MIGUEL, 2010).

5.1.5. Microdiluicdo em caldo

A técnica da microdiluicdo em caldo foi a metodologia de escolha para as nossas
analises, pois nessa técnica é possivel realizar a avaliacdo da CIM (OSTROSKY et al.,
2008).

Para realizacdo desta metodologia foi necessério preparar e esterilizar por
autoclavagdo o meio de cultura BHI (infuso de cérebro e coracéo).

O meio de cultura BHI é indicado para o cultivo de qualquer micro-organismo que
requeira um meio liquido. Este meio é vendido comercialmente, e deve ser preparado na
proporcdo de 3,7g do pd para 100mL de agua recém destilada. O pé bem dissolvido por
agitacdo na agua deve ser entdo autoclavado por 15 minutos a 121°C (ZIMBRO et al.,
2003; PROLAB, 2014).

Apobs a autoclavacao foi realizado o teste de esterilidade para verificar se ndo ha
contaminacgdo. Nesse teste observa-se se ha turvacdo do meio de cultura apds incubacdo em

estufa a 36°C por 18 horas.

O teste de viabilidade (verificacdo da condi¢cdo nutricional do meio para
crescimento das cepas bacterianas) é feito na propria placa e funciona como um controle
positivo de crescimento de cada cepa em separado, seguindo as recomendacdes de Abrantes
(2017).

Para testar a atividade do extrato através da técnica de microdiluicdo em caldo
usamos uma placa de poliestireno esteril de 96 pocos, onde foi inicialmente adicionado
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assepticamente 100 pL de caldo BHI em todos os pogos onde a pesquisa do extrato seria

realizada.

A diluicdo de cada extrato nas cavidades foi realizada em duplicata, iniciada a partir
de 2mg/mL (WEBSTER et al., 2008) e reduzida pela metade no respectivo poco abaixo de
forma sucessiva, seguindo as recomendacdes de Abrantes (2017), ou seja, além dos 100uL
de caldo BHI, foi adicionado também no primeiro poco 100 pL do extrato, na concentracéo
inicial de 2mg/mL, e nos pocos seguintes foram feitas dilui¢es seriadas, de maneira que
foi retirado 100 pL de cada pogo anterior com a mistura extrato + BHI e foi adicionado ao
poco seguinte reduzindo assim a concentracao do pogo posterior pela metade e desprezando

100 pL no ultimo poco de cada coluna.

Nos pocos com o caldo BHI + extrato foram adicionados 10 pL do inéculo
bacteriano na concentracdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland. Todo o
teste foi realizado em duplicata, inclusive os controles. Ap6s esse processo a placa foi
colocada na estufa a 35°C por 24 horas (COCKERILL, 2010).

Foram realizados controles para garantir a qualidade e confiabilidade do teste:
controle do meio BHI, onde somente o meio foi depositado nos pocos para confirmar sua
esterilidade e da placa utilizada; O controle de crescimento (pool de cepas + BHI) para
verificar a capacidade do meio em permitir o crescimento bacteriano; O controle do
solvente (&lcool a 50%), com o meio BHI e o inoculo, que foi realizado a fim de
demonstrar que ndo havia inibicdo do crescimento bacteriano por ac¢do do solvente, o que
poderia gerar duvidas no resultado do teste, causando um falso positivo para atividade do
extrato. O controle negativo (extrato + BHI) e o controle de inibicdo, onde foram
adicionados ao meio e as cepas, 0 antimicrobiano ciprofloxacino (ciprofloxacino + BHI +
inoculo) (OSTROSKY et al., 2008).

A concentragdo anterior aquela onde houve turvagao correspondente ao crescimento
bacteriano, foi denominada como Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), e os resultados
anotados para futura analise (COCKERILL, 2010).

Os valores referentes a CBM (Concentracdo Bactericida Minima) seguindo

metodologia adaptada de Magina e colaboradores (2009) foram obtidos por meio de
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repique para meio de cultura sélido e rico, do conteddo dos pogos com o extrato + cepa
bacteriana, que n&o apresentaram crescimento bacteriano (turbidez) na placa de

microdiluicao.

Sendo considerada CBM a menor concentragdo que ndo apresentou crescimento no
meio de cultura sélido, apos incubacdo. Caso haja inibicdo bacteriana no meio liquido com
0 extrato, mas crescimento no meio solido sem o extrato, a concentracao correspondente
sera considerada bacteriostatica (CB) (BARON, FINEGOLD, 1990).

Para efeito de confirmagdo nos casos duvidosos, ja que o extrato vegetal pode
algumas vezes apresentar alguma turbidez, o que dificulta a leitura visual e altera os
resultados de leitura, foi também semeado em placa, o material proveniente dos pogos onde
se observou uma ligeira diminuicdo da turbidez, mas ndo foi possivel definir a CIM dentro

das concentracdes escolhidas para nossos experimentos.

5.1.6. Teste de toxicidade com Artemia salina.

Para esse estudo foi utilizado o material proveniente do extrato obtido na estacdo do

ano onde houve a melhor resposta de CIM (verdo).

Seguindo a metodologia descrita por Meyer e colaboradores (1982), que avalia a
toxicidade de principios ativos de plantas com base na letalidade de Artemia salina, 10
unidades de larvas jovens deste crustaceo, mantidas em salina, foram separadas em em
recipientes com diferentes concentracbes (3mg/mL, 2mg/mL, 1mg/mL, 0,5mg/mL e
0,25mg/mL) de extrato (analise realizada em duplicata) e como controle do solvente foram
adicionados 10 unidades da larva a etanol PA a 50%, ap6s 24 horas foi realizada a
contagem dos animais vivos e calculado a DLsg (quantidade de extrato necessaria para

matar 50% dos crustaceos em 24 horas).

5.1.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV-DAD)
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A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada no
extrato de maior atividade antimicrobiana, em um cromatografo da marca Shimadzu®
(Téquio, Japao) modelo LC-20AD Nexera XR, equipado com detector de arranjo de diodos

(DAD) com faixa de varredura de 190-800 nm e alca de inje¢do de 20 uL.

A Fase movel utilizou os solventes acetonitrila (A) e solucdo aquosa de acido
fosforico (0,05%) (B), o fluxo foi mantido em 1,0 mL/min e a deteccéo realizada em 210
nm. Uma coluna Supelcosil LC-18 DB 5 um (250 mm x 4,6 mm) foi utilizada para a
separagdo dos analitos. A temperatura da coluna de separacdo cromatografica foi mantida a
60°C e o volume de injecao utilizado foi de 20 puL. A fase movel foi entdo aplicada com o
seguinte gradiente de eluicdo: 0-5min, 75% A; 5-15min, 75-80% A; 15-20min 80-80% A,
20-30min 80-75% A (FONSECA et al., 2010).

5.1.7.1. Preparo dos padrdes: Acido Betulinico (AB), Oleanoico (AO) e Ursolico (AU):

A uma determinada quantidade de amostra foi adicionado metanol, de forma a se
obter uma concentracdo igual a 1,0 mg/mL. O frasco contendo a amostra foi agitado com
auxilio de vortex e levado a banho ultrassénico por 5 minutos. A solucdo resultante foi

filtrada em membrana PVDF de 0,22 pum e transferida para um novo frasco.

5.1.7.2. Determinacdo do teor dos &cidos triterpénicos (AB, AO, AU) nos extratos brutos de

Eugenia brasiliensis:

O desenvolvimento do método analitico para a determinacdo dos acidos
triterpenicos iniciou-se com a definicdo do comprimento de onda a ser utilizado, através da
varredura no espectro do ultravioleta, mostrando que o extrato absorve fortemente em 205
nm. Além disso, investigou-se a composi¢do mais adequada da fase movel, comparando-se
0s sistemas compostos por metanol:agua e acetonitrila:agua com tampao e sem tampao de

acido fosforico em diferentes proporgoes.

A uma determinada massa de amostra foi adicionada metanol, de forma a se obter

uma concentracdo igual a 10 mg/mL. O frasco contendo a amostra foi agitado com auxilio
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de vortex e levado a banho ultrassénico por 5 minutos. A solucgéo resultante foi filtrada em

membrana PVDF de 0,22 um e transferida para um novo frasco.

5.1.8. Prospeccdo fitoquimica

Considerando o metodo e o solvente utilizados para a extracdo dos principios ativos
(maceracao com etanol), Pandey (2014) indica que os metabolitos secundarios presentes no
extrato devem ser taninos, polifénois, flavonoides, esteroides e alcaloides (PANDEY,
2014). Assim, os testes fitoquimicos e cromatograficos realizados visaram a confirmacéo

da presenca destes metabolitos.

Os testes fitoquimicos foram realizados segundo metodologia proposta por Matos
(1997). Os extratos obtidos foram submetidos aos testes de: fenadis, taninos, flavonoides,
catequinas, saponinas, alcaloides, esteroides e triterpenoides. Todos os testes acima citados
foram realizados em todos os extratos etanolicos. Os testes para identificacdo de
metabolitos secundérios, utilizando cromatografia em camada delgada (CCD), foram
realizados segundo os métodos descritos por Barbosa e colaboradores (2001) no Manual
para Andlise Fitoquimica e Cromatografia de Extratos Vegetais. Para realizacdo das CCDs
foram utilizadas cromatoplacas Kieselgel GF254 (20 x 20 cm, 1 mm de espessura). Os
extratos etandlicos foram redissolvidos e aplicados sobre as placas a 1cm da borda inferior.
Para melhor prospeccdo dos constituintes fitoquimicos, diferentes fases moveis foram
utilizadas na CCD e estdo descritos na Tabela 3. Apds a eluicdo da placa, as placas foram

secas, reveladas e o fator de retencdo (Rf) das manchas calculado.

Tabela 3- Condi¢des utilizadas para prospecc¢ao fitoquimica dos extratos etanélicos das folhas de
E.brasiliensis

Classe ~ Fase mavel Agente Coloracéo
- Padréo x
metabdlica Revelador padréo
Alcalbides Pilocarpina  Tolueno:EtOAc:Dietilamina ~ Dragendorff  Laranja-marrom
Taninos Geranilina EtOAc:HCOOH:H:0 FeCls, 1% Azul
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(100:11:27, viviv) em MeOH
EtOAC:HCOOH: NP/PEE; e
. Tilirosideo CH3sCOOH:H20 ObServagdo na A arelofverde/
Flavonoides e Rutina (100:11:11:27, VIVIVIV) luz UV 365nm laranja
Acido CH3(CH,).CH3:EtOAC Anisaldeido
Triterpenoides betullp[co, (8:2, viv) SquL{rlco e Violeta
oleandlico, aguecimento
ursolico
CH3(CH2)4CH3ZEtOAC Anisaldeido
Esterdides colesterol (8:2,vv) Sulfurico e Roxo-vinho

aguecimento
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do material vegetal se restringiu as folhas, por ser esta a porcdo onde
ocorre a maior parte do transporte de gases e fotossintese, e onde ha mais chance de serem
encontrados metabolitos interessantes para prospeccdo de atividade biologica
(CZELUSNIAK et al., 2012), mas também seguindo o uso tradicional (QUEIROZ et al.,
2015). Testes prévios realizados por nosso grupo de pesquisa indicaram que seus extratos
poderiam possuir atividade antimicrobiana, além de ser a parte da planta com maior
frequéncia de renovacdo e por consequéncia, mantendo assim maior conservacdo do
espécime coletado (LOPEZ, 2006).

6.1. Rendimento dos extratos de Eugenia brasileinsis

Usando o calculo descrito na metodologia, foi possivel quantificar a o rendimento
do extrato (Tabela 4).

Tabela 4- Peso e rendimento durante o0s processos de prospeccao

Peso (rendimento) Primavera Verdo Outono Inverno
Fresco total 116,349 137,28¢ 145,379 98,85¢

Seco total 67,939 83,49¢ 78,269 74,03g

Seco utilizado 50g/1000mL  50g¢/1000mL  50¢/1000mL  50g/1000mL
Rendimento 6,4% 6 % 6,06 % 6,98 %

Foi possivel observar, que apesar do peso total das folhas frescas obtidas na coleta
do inverno ter sido menor que nas outras estacdes, seu peso seco total ndo ficou muito
diferente das outras coletas anteriores. Além disso, apesar de termos retirado a mesma
quantidade em gramas para realizacdo do extrato (50g/1000mL), essa foi a estacdo onde

obtivemos maior rendimento no extrato obtido. Esses resultados, vao de encontro com 0S
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obtidos por Soletti (2015) onde o rendimento dos seus vegetais foi menor no inverno. De
qualquer forma, observa-se que neste quesito, independente do vegetal, a sazonalidade pode

levar a variacdo no rendimento apds processamento.

6.2. Atividade antimicrobiana do extrato bruto de Eugenia brasiliensis nas diferentes

estacdes do ano.

A pesquisa da atividade antibacteriana de cada extrato bruto, foi realizada para as
diferentes estacdes do ano frente a 4 cepas bacterianas (2 cepas de S.aureus, Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli).

A escolha por utilizar duas cepas de S.aures foi baseada no fato de que uma das
cepas ATCC (29213), possui uma enzima, que propicia um importante mecanismo de
resisténcia a antibioticos g-lactamicos, pois ela hidrolisa o anel beta-lactdmico pela quebra
da ligacdo amidica, o que leva a perda da capacidade do antimicrobiano em inibir a sintese
da parede celular bacteriana (WILLIAMS, 1999).

6.2.1. Atividade referente a coleta realizada no Veréao (2017)

6.2.1.1 - Microdilui¢do em caldo e concentracéo inibitéria minima (CIM)

O extrato obtido das folhas de Eugenia brasiliensis referente a coleta ocorrida na
época do verdo, apresentou bioatividade em todas as cepas bacterianas Gram positivas e

Gram negativas que foram testadas.

Como pode ser observado na Figura 7, apenas na cepa de Pseudomonas aeruginosa
ndo houve evidéncia de inibicdo total até a concentracdo pesquisada, porém é possivel
visualizar uma diminuicdo gradativa da turvacdo nos pogos com maiores concentracdes do
extrato, indicando alguma sensibilidade do micro-organismo ao extrato (cavidades A, B, C
1 e 2), 0 que sugere a possibilidade de que maiores concentragdes do extrato possam vir a

inibir totalmente essa bactéria.

Ainda considerando a agdo do extrato obtido nas folhas coletadas no veréo sobre as
cepas Gram negativas, foi possivel verificar CIM de 2mg/mL para a cepa de E. coli, 0 que

segundo Webster e colaboradores (2008) € uma excelente concentracéo inibitoria.
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De forma ainda mais promissora foi possivel verificar neste experimento, que
ambas as cepas de S.aureus apresentaram CIM de 1mg/mL o que torna o extrato do verdo
bastante propicio para inibir essas bactérias Gram positivas, ja que quanto maior a CIM

melhor a atividade inibidora.
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Figura 7- Placa de 96 pocos utilizada nos testes (\VVerdo)
Fonte: Fabio Mendes
Nos controles também foram obtidas respostas satisfatorias (colunas 11 e 12 da

placa de 96 pocos), demonstrando a validade do teste, onde o controle do meio de cultura se
mostrou sem contaminantes (colunas 11/12 - linha A), os controles da viabilidade do meio
(colunas 11/12 - linha B) e do solvente (colunas 11/12 - linha C) apresentaram o
crescimento esperado, 0 que prova que 0 meio e as cepas apresentavam viabilidade e que o
solvente ndo inibiu o crescimento bacteriano. No controle do extrato (colunas 11/12 - linha
D) ndo houve crescimento provando assim que ndo estava contaminado, e nos controles das
cepas com ciprofloxacino (colunas 11/12 - linhas E, F, G, H) em uma concentracédo de 0,04

mg/mL n&o houve crescimento algum.
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6.2.1.2 - Concentragdo Bactericida minima (CBM) - Verao

O material proveniente dos pocos com extrato mais as cepas ATCC Gram positivas
e Gram negativas, cujas concentracdes nao apresentaram crescimento bacteriano semeados
no meio de cultura rico Cistina Lactose Eletrolitos Deficientes (CLED), ndo apresentaram
crescimento de col6nias. A auséncia de crescimento ap0Os incubacdo deste material
comprovou o efeito bactericida do extrato na mesma CIM obtida na diluicdo em caldo,
conforme observa-se na figura 8. onde podem ser observados os campos semeados de:
S.aureus ndo produtora beta-lactamase (S1) (A); S.aureus produtora beta-lactamase (S2)
(B) e E. coli (C).

Figura 8- Placas semeadas em duplicata para verificacdo da CBM (Verao).

Fonte: Fabio Mendes

Legenda:

A: S.aureus
B: S.aureus produtor de p-Lactamase
C: E.coli

6.2.2. Atividade referente a coleta realizada na Primavera (2017).

6.2.2.1 - Microdiluicdo em caldo e concentracgdo inibitéria minima (CIM)
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O extrato referente a coleta ocorrida na época da primavera, também demonstrou
atividade em todas as cepas testadas e mais uma vez, apenas na cepa de P. aeruginosa nao
houve evidencia da CIM. Todavia, como na estacdo anterior, foi possivel visualizar
atividade intermediaria do extrato no micro-organismo (Figura 9, cavidades A, B, C 1 e 2)
devido a diminuic¢do na turbidez do mesmo, o que corresponde a alguma forma de inibicdo
parcial.

Igualmente ao extrato obtido na estacdo verdo, a cepa de E.coli foi inibida com uma
CIM de 2mg/mL. Por outro lado, nas cepas de S.aureus houve um aumento na CIM,
2mg/mL, significando que nessa estacdo o extrato é menos ativo nestes micro-organismos
(Figura 9).

S.aureus (S1)
S.awreus (S2)
P aeruginosa

Figura 9- Placa de 96 pocos utilizada nos testes (primavera).
Fonte: Fabio Mendes

Nos controles novamente foram obtidas respostas satisfatorias (colunas 11 / 12 da
placa de 96 pocos), demonstrando a validade do teste, onde o controle do meio de cultura se
mostrou sem contaminantes (colunas 11/12 - linha A), os controles do extrato se mostraram
sem contaminantes (colunas 11/12 - linha B) e o controle do solvente a fim de evidenciar
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gue o mesmo néo interfere no crescimento das cepas (colunas 11/12 - linha C) apresentou o
crescimento esperado, 0 que prova que 0 meio, extrato e o solvente apresentavam
viabilidade e que o solvente ndo inibiu o crescimento bacteriano. No controle do meio
(colunas 9/10 - linha D/ E/ F/ G) houve crescimento provando assim a viabilidade do meio
e de crescimento das cepas, e nos controles das cepas com ciprofloxacino (colunas 11/12 -
linhas D/ E/ F/ G) em uma concentragéo de 0,04 mg/mL n&o houve crescimento algum.

6.2.2.2 - Concentragdo Bactericida minima (CBM) - Primavera

Nesta ocasido o teste em duplicidade foi realizado em duas placas iguais separadas para
minimizar possiveis erros. De forma positiva, ambas comprovaram o mesmo resultado
onde, apds a retirada e semeadura em meio sélido rico, do material dos pocos da
microdiluicdo em caldo onde observou-se a CIM, foi possivel, apds incubacdo, verificar
auséncia de crescimento tanto na cepa de E. coli como na cepa de S.aureus ndo produtora
beta-lactamase (S1), comprovando mais uma vez o efeito bactericida do extrato. No
entanto, na cepa produtora de beta-lactamase (S2) foi possivel evidenciar crescimento
(figura 10) demonstrando assim, que a presenca desta enzima foi efetiva contra o extrato, o
que pode sugerir a forma de atividade do mesmo. No entanto se fazem necessarios mais
estudos a fim de revelar como o extrato atua nos micro-organismos, € quais Sdo 0S
mecanismos de resisténcia bacterianos que podem interferir nessa atividade, ja que
bactérias podem apresentar diferentes formas de burlar atividade antimicrobiana, atuando
separadas ou em conjunto (FERNANDES, et al. 2009, STRATEVA; YORDANOV, 2009).
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Legenda:

A: S.aureus

B: S.aureus produtor de pB-Lactamase
C: E.coli

D: P.aeruginosa

Figura 10- Placa semeada para comprovacdo da CBM (Primavera).

Fonte: Fabio Mendes

6.2.3. Atividade referente a coleta realizada no Outono (2018).

6.2.3.1 - Microdiluicdo em caldo e concentragdo inibitéria minima (CIM)

O extrato referente as folhas coletadas no outono, também demonstrou atividade em
todas as cepas testadas. Mais uma vez apenas na cepa de Pseudomonas aeruginosa nao
houve evidencia da CIM, mas observou-se atividade intermediaria do extrato no micro-

organismo (Figura 6, cavidades A/ B, 7/ 8).

De forma estavel entre as estacdes, a menor concentracdo de extrato que inibiu a
cepa de E.coli testada foi 2mg/mL.

Mais uma vez foi possivel observar uma mudanca positiva no potencial inibidor do
extrato das folhas de E.brasiliensis frente as cepas de S.aureus, ja que detectamos uma CIM
de 1mg/mL, demonstrando mais uma vez que sazonalidade interfere nesse material como é

possivel conferir na figura 11.
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Figura 11- Placa de 96 pogos utilizada nos testes (Outono).

Fonte: Fabio Mendes

Nos controles também foram obtidas respostas satisfatorias (colunas 11 e 12 da
placa de 96 pogos), demonstrando a validade do teste. O controle do meio de cultura se
mostrou sem contaminantes (colunas 11/12 - linha A) e os do solvente (colunas 11/12 -
linha B/C/D/E) apresentaram o crescimento esperado, 0 que prova que 0 meio e as cepas
apresentavam viabilidade e que o solvente néo inibiu o crescimento bacteriano. No controle
do extrato (colunas 11/12 - linha F) ndo houve crescimento provando assim que ndo estava
contaminado, e nos controles das cepas com ciprofloxacino (colunas 1/2 S. aureus (S1), 3/4
S. aureus (S2), 5/6 E. coli, 7/8 P. aeruginosa - linha H) em uma concentracdo de 0,04
mg/mL n&o houve crescimento algum. Nos controles positivos (colunas 1/2 S. aureus (S1),
3/4 S. aureus (S2), 5/6 E. coli, 7/8 P. aeruginosa - linha G) houve o crescimento esperado.
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6.2.3.2 - Concentragdo Bactericida minima (CBM) - Outono

Ap0s a semeadura e incubacdo do material proveniente dos pocos correspondentes a
CIM do extrato do outono, ndo houve crescimento em nenhuma das amostras,

comprovando mais uma vez o efeito bactericida do extrato.

Figura 12- Placa semeada para comprovacao da CMB (outono)

Fonte: Fabio Mendes

Legenda:

A: S.aureus

B: S.aureus produtor de pB-Lactamase
C: E.coli

D: P.aeruginosa

E importante reforcar que esta prova demonstrou o efeito bactericida do extrato na
concentragdo 1mg/mL tanto nas cepas de S.aureus sensiveis aos antimicrobianos beta
lactamicos, quanto nas produtoras de beta-lactamases.

O mesmo pode ser observado no caso das cepas Gram negativas de E.coli e na
concentracdo de 2mg/mL, o que evidencia uma atividade antibacteriana do extrato bastante
promissora nesta estacao.
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6.2.4. Atividade referente a coleta realizada no Inverno (2018).

6.2.4.1 - Microdilui¢do em caldo e concentragéo inibitéria minima (CIM)

O extrato referente a coleta ocorrida na época do inverno também demonstrou

atividade em todas as cepas testadas. Todavia, tanto na cepa de Pseudomonas aeruginosa

como na de E.coli ndo houve evidencia da CIM, porém € possivel visualizar atividade

intermediaria do extrato nos micro-organismos (Figura 13 - cavidades linha A, colunas 5, 6,

7,8).

Nas cepas de S.aureus observamos uma CIM de 2mg/mL em relacdo ao extrato,

como é possivel verificar na figura 7.

S.aureus (S1)
S.aweus (S2)

> 2 mg/mL

I
5 Img/mL >
> 0,5mg/mL

5025 mg/mL “/

N1

0.125 mg/mL i/

Figura 13- Placa de 96 pogos utilizada nos testes (Inverno).
Fonte: Fabio Mendes

P aeruginosa
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Nos controles mais uma vez foram obtidas respostas satisfatorias (colunas 11 e 12
da placa), demonstrando a validade do teste, onde o controle do meio de cultura se mostrou
sem contaminantes (colunas 11/12 - linha A), do solvente (colunas 11/12 - linha B/C/D/E)
apresentaram o crescimento esperado, 0 que prova que 0 meio e as cepas apresentavam
viabilidade e que o solvente n&o inibiu o crescimento bacteriano. No controle do extrato
(colunas 11/12 - linha F) ndo houve crescimento, provando assim que ndo estava
contaminado. Nos controles das cepas com ciprofloxacino (colunas 1/2 S. aureus (S1), 3/4
S.aureus (S2), 5/6 E.coli, 7/8 P.aeruginosa - linha H) em uma concentracao de 0,04mg/mL
ndo houve crescimento algum. Nos controles positivos (colunas 1/2 S. aureus (S1), 3/4
S.aureus (S2), 5/6 E.coli, 7/8 P.aeruginosa - linha G), houve o crescimento esperado.

6.2.4.2 - Concentracdo Bactericida minima (CBM)

Na pesquisa da CMB referente ao extrato obtido no inverno, o material proveniente
dos pocos com extrato + cepas ATCC Gram positivas e Gram negativas, cujas
concentragcdes ndo apresentaram crescimento bacteriano e/ou crescimento reduzido, foram
semeados em meio solido rico. A partir do material dos pocos da microdiluicdo em caldo,
foi possivel, apds incubagdo, verificar auséncia de crescimento em ambas as cepas de

S.aureus, comprovando mais uma vez o efeito bactericida do extrato.

Curiosamente, a semeadura feita em placa, a partir dos pocos da microdiluicdo em
caldo do inverno onde a CIM n&o pdde ser observada, mas houve alteracdo na turvagédo do
crescimento em caldo, demonstrou auséncia de crescimento da E.coli na concentracdo de
2mg/mL (Figura 14).
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Figura 14 - a - Fundo da Placa de petri semeada para comprovagao da CBM (Inverno); b — Evidenciacdo de
crescimento bacteriano indicativo de E.coli

Fonte: Fabio Mendes

Legenda:

A: S.aureus

B: S.aureus produtor de B-Lactamase
C: E.coli

D: P.aeruginosa

Segundo o trabalho de Siebert e colaboradores (2015) se faz necessario uma
verificacdo sazonal e também do lugar da coleta do material vegetal utilizado, pois podem
ocorrer variagOes significativas por conta dessas duas variantes. Nos trabalhos dos autores
citados, em alguns testes, as amostras coletadas no verdo e no outono, apresentaram
melhores atividades, ja em outros espécimes foi a época do inverno que apresentou uma
melhor atividade, portanto a analise sazonal do material realizada do presente estudo se
mostrou de grande importancia, pois nossos achados corroboram esses estudos, ja que foi
possivel detectar uma menor CIM em relacdo as cepas de S.aureus no verdo e outono
(CIM=1mg/mL) do que na primavera e inverno (CIM=2mg/mL), provando que a

sazonalidade influencia na bioatividade desta planta.

Seguindo essa idéia, foi possivel observar neste trabalho, uma resposta de atividade
antimicrobiana semelhante entre as estacfes do verdo e outono e também entre o inverno e
a primavera. E possivel ainda observar que nas duas primeiras, houve uma melhor atividade
do extrato, corroborando com o trabalho de Siebert e colaboradores (2015), que também

obtiveram nessas mesmas estagdes, as melhores respostas.
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Segundo Evans (1996) as variagOes de temperatura influenciam no desenvolvimento
do vegetal, afetando a produgdo de metabdlitos secundarios, que parecem aumentar em
temperaturas mais elevadas. Isso pode explicar em parte a melhor atividade antibacteriana
verificada nos extratos de E. brasiliensis obtidos a partir de folhas coletadas no verdo e
outono (Tabela 5 e Tabela 7).

A reducéo da atividade principalmente nos meses mais frios (Tabela 6 e 8), pode ser
explicada pelo acionamento de um mecanismo natural que pode degradar os metabdlitos
secundarios, direcionando os compostos quimicos do vegetal para a manutencdo do seu
metabolismo primario (TAIZ, ZEIGER, 2004).

Tabela 5 - Inibig8o bacteriana a partir do extrato das folhas coletadas no Veréo.

Concentracdo - mg/mL  S.aureus (S1)  S.aureus (S2) E. coli P.aeruginosa
2 + + + -
1 + + - -
0,5 - - - -

(S1) - S.aureus ndo produtora beta-lactamase.
(S2) - S.aureus cepa produtora de beta-lactamase

+ : inibiu totalmente a bactéria
- : ndo houve inibi¢do total da bactéria

Tabela 6- Inibicdo bacteriana a partir do extrato das folhas coletadas na Primavera

Concentracdo - mg/mL  S.aureus (S1) S.aureus (S2) E. coli P.aeruginosa
2 + + + -
1 - - - -
0,5 - - - -

(S1) - S.aureus néo produtora beta-lactamase.
(S2) - S.aureus cepa produtora de beta-lactamase

+ : inibiu totalmente a bactéria
- : ndo houve inibi¢do total da bactéria

Tabela 7- Inibi¢do bacteriana a partir do extrato das folhas coletadas no Outono

Concentracdo -mg/mL  S.aureus (S1)  S.aureus (S2) E. coli P.aeruginosa
2 + + + -
1 + + - -
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05 - - i i

(S1) - S.aureus néo produtora beta-lactamase.
(S2) - S.aureus cepa produtora de beta-lactamase

+ : inibiu totalmente a bactéria
- : ndo houve inibicéo total da bactéria

Tabela 8- Inibicdo bacteriana a partir do extrato das folhas coletadas no Inverno

Concentracdo - mg/mL  S.aureus (S1)  S.aureus (S2) E. coli P.aeruginosa
2 + + - -
1 - - - -
0,5 - - - -

(S1) - S.aureus néo produtora beta-lactamase.
(S2) - S.aureus cepa produtora de beta-lactamase

+ : inibiu totalmente a bactéria
- : ndo houve inibigdo total da bactéria

Foi possivel verificar que extrato de Eugenia brasiliensis obteve melhor ac¢&o sobre
as cepas Gram positivas em relacdo as cepas Gram negativas testadas nesse trabalho,
indicando assim um possivel norte para futuras pesquisas desta planta contra bactérias
Gram positivas. A bactéria Staphylococcus aureus, testada nesse trabalho, é um micro-
organismo que esta sempre envolvido em infeccBes hospitalares e é considerado um dos
principais patégenos causadores de diversas infeccGes nos ambientes hospitalares, podendo
atuar desde infec¢des traumaticas até septicemias (OLIVEIRA et al, 1998), sua resisténcia
aos antimicrobianos tem sido um fator de alerta constante, e em nosso estudo, o extrato
obtido nas esta¢des do verdo e outono inibiu esse micro-organismo com uma concentracdo
de apenas 1 mg/mL (Tabela 4 e 6), tornando a utilizacdo deste extrato como potencial

antimicrobiano para esta espécie bacteriana, bastante promissora.

Outro fator importante observado é que durante a verificacdo da CBM do extrato da
primavera nas cepas de S.aureus estudadas, apenas houve inibigéo (atividade bactericida),
no crescimento em placa com meio sélido, da cepa ndo produtora de beta-lactamase, sendo
possivel observar o crescimento no meio solido da cepa que produzia a enzima beta-
lactamase (figura 10). Esse achado sugere uma atividade bacteriostatica para essa cepa, ja

que no teste da microdiluicdo houve inibicdo do crescimento do inoculo no pogo referente a
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concentracéo de 2 mg/mL da cepa de S.aureus produtora de beta-lactamases. Esse resultado
sugere que sejam necessarios mais testes para elucidar o mecanismo de atuacéo do extrato
testado, pois segundo Williams (1999), como as cepas produtoras beta-lactamases
hidrolisam o anel beta-lactamico pela quebra da ligagdo amida, isso leva a perda da
capacidade do antimicrobiano em inibir a sintese da parede celular bacteriana, 0 que sugere
que o potencial antimicrobiano do extrato deva agir também na parede bacteriana.

Apesar de ndo haver na literatura uma concordancia entre os pesquisadores quanto
ao padrao que deve ser estipulado para avaliacdo da concentracdo ideal de um extrato na
inibicdo microbiana, alguns autores determinaram em seus trabalhos que valores de CIM
devem ser definidos como inibicéo forte ou fraca dependendo da concentracdo do extrato.
Holetz e colaboradores (2002), por exemplo, consideram ativas somente CIM iguais ou
menores de 0,5 mg/mL, ja Aligiannis e colaboradores (2001) consideram como uma CIM
extremamente forte a obtengdo de valores entre 0.28—1.27 mg/mL. Webster e
colaboradores (2008) ja consideram como ideal concentracGes a partir de 2mg/mL. Apesar
de todos esses autores justificarem suas escolhas, é importante considerar também que além
da atividade pontual do extrato deve-se considerar possiveis sinergismos com outras
drogas, o que ndo inviabiliza concentragbes maiores como as obtidas por Michelin e
colaboradores (2005) que apesar de encontrarem CIMs acima de 180 mg/mL consideraram

seus resultados promissores.

Também ndo existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratos de materiais
vegetais quando comparados com antibidticos padrdes. Alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibidticos conhecidos desde que se trabalhe com uma fracéo ja
determinada (MENDES et al. 2010), 0 que ndo é 0 nosso caso ja que estamos obtendo o

extrato bruto.

N&o foi observada atividade de completa inibicdo dos extratos contra a cepa de
P.aeruginosa em nenhuma estacdo do ano, isso pode ser em parte explicado pelo fato de
que P. aeruginosa é considerado um patogeno nosocomial problematico unicamente por
conta da sua resisténcia natural a muitas classes de drogas, além de possuir grande
facilidade de adquirir resisténcia por meio de trocas inter e extra espécie ou por mutacdes.

Segundo os autores citados, P. aeruginosa demonstra praticamente todos 0s mecanismos
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enzimaticos e mutacionais conhecidos de resisténcia bacteriana, além de possuir uma baixa
permeabilidade de sua membrana externa (1/100 da permeabilidade da membrana externa
de E. coli), varias bombas de efluxo expressadas e f- lactamase AmpC cromossémica
natural da espécie (conhecida como cefalosporinase) (FERNANDES, et al. 2009,
STRATEVA,; YORDANOV, 2009).

De forma geral, foi possivel observar que o0s extratos de E.brasiliensis,
apresentaram agdo mais efetiva contra as bactérias Gram-positivas do que contra as Gram
negativas. Segundo Miranda e colaboradores (2015), isso ocorre provavelmente devido a
estrutura celular diferenciada das bactérias Gram-negativas, j& que estas possuem uma
parede celular composta de peptideoglicano e uma membrana externa contendo
lipopolissacarideos, o que Ihes conferem maior protecdo contra as substancias ambientais,
extratos de plantas e antibidticos (ASKARI et al., 2012). Assim como em nossa pesquisa,
varios autores também reportam melhores resultados, em estudos com extratos de plantas,
contra as bactérias Gram-positivas (KUBDE et al., 2010; KHAN et al., 2011; ALI et al.,
2011; ASKARI et al.,, 2012; SILVA et al., 2013; ROCHA, 2013; ROY et al., 2013;
ARAUJO et al., 2014).

Pesquisas semelhantes sugerem que 0 sucesso na extracdo de substancias ativas do
material vegetal esta diretamente associado ao solvente utilizado no processo de extracao
(MIRANDA et al, 2015). Segundo Alo e colaboradores (2012), o etanol, utilizado em nosso
estudo, é um solvente muito melhor que a agua, para a extracdo das substancias ativas de
plantas, tendo juntamente com Cowan (1999), relatado que as substancias ativas
identificadas a partir de plantas contra micro-organismos sdo geralmente compostos
aromaticos ou organicos saturados, e que estes compostos sdo mais facilmente obtidos

através da extracdo inicial com etanol ou metanol.

6.3. Teste de toxicidade

O teste de toxicidade realizado com Artemia salina é considerado um teste barato de

facil aplicabilidade e confidvel sendo amplamente utilizado para testar de forma rapida a
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toxicidade de vérios produtos como exemplo antitumorais, antifungicos, anestésicos,
inseticidas e bactericidas (SIQUEIRA et al., 1998).

Como explicado na metodologia, 0 extrato referente a estacdo do ano onde houve
maior atividade antimicrobiana (Verdo), foi testado em duplicata para toxicidade através
desta técnica. A avaliacdo realizada (Figura 15) indicou ap6s 24 horas, uma dose letal
mediana (DLsp) do extrato de Verdo frente A.salina de 2mg/mL. Nao houve atividade com
0 solvente utilizado. Meyer e colaboradores (1982) definiram em seus estudos, que

amostras com DLso < 0.03mg/mL e doses > 1mg/mL deveriam ser consideradas atoxicas.

Figura 15 - Teste de toxicidade Com Artemia salina.

Considerando entdo as indicacbes de Meyer e colaboradores (1982), podemos
classificar o extrato deste estudo (estacdo do verdo onde foram observados melhores CIM),
como atoxico, pois seu DLsg se encontra na concentracdo de 2 mg/mL como pode ser

observado no Gréfico 1.
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Grafico 1- Teste de toxicidade com Artemia salina

No gréfico 1 é possivel observar que a concentracdo que obteve a DLso € justamente
2mg/mL concentracdo que aparece como resultado nos testes de CIM tanto das cepas de
S.aureus (resultados das estacdes com CIM mais fracas, primavera e inverno), quanto de E.
coli, ainda é possivel observar também que na concentracdo de 1mg/mL que é considerado
por Meyer e colaboradores (1982) o limite para ser considerado atoxico também é o
resultado das CIM das cepas de S.aureus com melhores resultados (verdo e outono), apenas
houve morte de uma unidade do crustdceo demostrando que o extrato praticamente nao

afetou nessa dose os organismos testados.

6.4. Andlise quimica dos Extratos de Eugenia brasiliensis

6.4.1. Analise fitoquimica

Os extratos etandlicos obtidos foram submetidos a testes fitoquimicos, baseados em
precipitacdo e coloracdo dos extratos diluidos em solugdo e reativos especificos para cada
teste conforme metodologia proposta por Matos (1997). Os extratos etandlicos das 4

estacOes do ano das folhas da Eugenia Brasiliensis coletadas no periodo de dezembro de
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2017 a agosto de 2018 no Jardim Botanico do Rio de Janeiro apresentaram positividade
para alcaldides, flavonoides, triterpendides, esterdides e taninos.

Alguns trabalhos realizados com a fitoquimica do género Eugenia também relatam a
presenca de terpendides, alcaldides, esterdides e algumas acetogeninas e ciclopeptideos,
corroborando nossos resultados. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa
mostraram que Eugenia florida e Eugenia uniflora apresentaram constituintes semelhantes
aos da Eugenia brasiliensis (ABRANTES, 2017; QUEIROZ et al., 2015).

Abrantes (2017) que trabalhou com o género Eugenia em sua dissertacdo de
mestrado, corroborando com nossos achados, obteve triterpenos e taninos em sua
prospecc¢do fitoquimica. Todavia evidenciou a presenca de saponinas ndo detectadas nesta
pesquisa. Além disso sua andlise ndo confirmou os fitoconstituintes alcaldides, flavonoides
e nem esterdides. Segundo Matos (1997) os resultados negativos ndo excluem a presenca
dos compostos relacionados, pois a metodologia aplicada pode ser diferente e por isso nao
ter detectado de maneira eficaz essas substancias. Outra possibilidade aventada é que a
quantidade deste composto estava muito reduzida no extrato utilizado (MATOS, 1997).
Além disso a espécie pesquisada por Abrantes (1917) foi diferente da analisada neste
estudo e também ndo houve realizacdo de testes sazonais, o que pode dificultar a deteccao.

Magina e colaboradores (2012) investigaram extratos brutos hidroalcoolicos de
folhas de Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae) coletados em Santa Catarina no Brasil e
detectaram majoritariamente a presenca de triterpendides e flavonoides. O isolamento dos
metabolitos principais levou a identificacdo dos seguintes compostos: a-amirina e f-
amirina (em uma mistura), betulina, acido 29-hidroxi-oleandlico, quercetina, catequina e
galocatequina. Enquanto, Frighetto e colaboradores, em extratos brutos etandlicos das
folhas da E. brasiliensis coletadas nas cercanias do campus da Universidade Estadual de
Campinas identificaram a presenca do acido ursélico como composto triterpenico, ja nossas
pesquisas identificaram Acido Betulinico, Acido Ursolico e o Acido Oleandlico sendo esse

ultimo em maior proporc¢do que 0s demais.

Os testes em CCD realizados com o extrato das folhas E. brasiliensis utilizaram

diferentes sistemas de solventes e reveladores (tabela 9). Eles confirmaram a presenca de
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triterpenoides e esteroides (figura 15). Os extratos apresentaram coloracdo e fator de

retencdo (Rfs) semelhante aos padrdes utilizados. No caso do teste para triterpenoides

foram utilizados os acidos oleandlico (0,29), ursolico (0,28) e betulinico (0,41). O resultado

sugere a presenca dos dois primeiros. No caso de esteroides foi utilizado como padréo
colesterol, rf (0,50).

P

EB\N

wefM  ESVH

Figura 16 - Placas de CCD confirmando presenca de triterpenoides e esteroides.

%28

AU: Ac. Ursblico
AO: Ac. Oleandico
AB: Ac. Betulinico

EBOM: E.brasiliensis
outono (Mendes)

EBIM: E.brasiliensis
inverno (Mendes)

EBPM: E.brasiliensis
primavera (Mendes)

EBVM: E.brasiliensis
verdo (Mendes)

COL.: Colesterol

Tabela 9 — Resultado das condigdes utilizadas para prospec¢do fitoquimica dos extratos etanélicos das folhas de E.

brasiliensis
Classe Fase mavel Agente Coloracdo  Resultado
metabdlica Padréo Revelador padréao
. . . Tolueno:EtOAc:Dietilamina  Dragendorff Laranja- .
Alcaldides Pilocarpina Negativo
marrom
EtOAc:HCOOH:H,O FeCls, 1%
Taninos Geranilina em MeOH Azul Negativo
(100:11:27, viviv)
o 'd Tilirosideo e EtOAC:HCOOH: NP/PEGe  Amarelo/ver Negat
avonoides 5 egativo
Rutina Observagdo  ge/jaranja
CH3COOH:H0 na luz UV
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(100:11:11:27,vIvIviv)

365 nm

Acido CH3(CH.).CH3:EtOAC Anisaldeido
) ) betulinico, Sulfurico e ] -
Triterpenoides . (8:2, viv) . Violeta Positivo
oleandlico, agueciment
ursolico 0
CHs(CH,)1CHs:EtOAC Anisaldeido
B Sulfurico e ) -
Esteroides colesterol (8:2, viv) . Roxo-vinho Positivo
aqueciment
0

50



6.4.2. Analise do Extrato obtido no Verdo por CLAE-UV-DAD

A fase movel composta por acetonitrila e solu¢éo aquosa de acido fosférico (0,05%)
mostrou ser a mais adequada, apresentando pico bem resolvido e tempo de retencdo de 12
min para o Acido Betulinico (AB), 14 min para o Acido Ursdlico (AU) e 13,6 min para o

Acido Oleandlico (AO), como demonstrado na Figura 16.

Abaixo um exemplo do cromatograma dos extratos de E. brasiliensis o pico 12 em
aproximadamente 12,7 min é referente ao acido betulinico, o pico 13 em 13,9 min é

referente ao acido oleandlico e o pico 14 em 14,9 min ao acido ursélico.

mAU
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min
Figura 17- Cromatograma do extrato de E.brasiliensis obtido no veréo.
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A analise através de CLAE-UV-DAD, desenvolvida por Fonseca e colaboradores
(2010), possibilitou a obtencdo do perfil quimico dos extratos etandlicos de folhas de E.
brasiliensis coletadas nas quatro estacdes do ano. Esse resultado corrobora com os achados
de Migues (2018), que indicam a importancia técnica desse tipo de analise para a
determinacdo da impressao digital de cada vegetal.

As anélises por CLAE-UV realizadas em triplicata (FONSECA et al., 2010),
revelaram que os acidos triterpénicos estdo presentes em todas as esta¢des do ano, sendo o
acido oleandlico, o triterpeno majoritario encontrado nos extratos analisados (Tabela 9).
Esse achado ratifica o que ja havia sido sugerido por Queiroz e colaboradores (2015) que

apontam esse acido como um dos marcadores taxon6micos para esta familia.

Tabela 10 - Percentual de acidos triterpénicos

Acido triterpénico Estacéo do ano
Veréo Outono Inverno  Primavera
Acido Betulinico 1,3% 1,2% 0,9% 0,7%
Acido Oleandlico 12,1% 10,8% 11,1% 10,5%
Acido Ursélico 3,3% 1,3% 2,4% 2,8%
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. CONCLUSOES

Os extratos testados apresentaram diferentes niveis de atividade antimicrobiana contra as
cepas testadas, porém a maior atividade ocorreu nas bactérias Gram positivas S.aureus e

a menor na cepa Gram negativa de P.aeruginosa.

A CIM encontrada nas cepas de S.aureus variou entre 0s extratos obtidos das diferentes
estagBes, com uma melhor resposta nas estacfes verdo e outono, comprovando assim
que estudos sazonais quando se referem a produtos naturais, sdo de extrema relevancia

para futuras pesquisas.

Considerando os resultados da CIM/CBM, o extrato apresentou atividade bactericida
para a maioria das cepas testadas, todavia nas cepas de S.aureus produtoras de p-
lactamases a atividade observada foi bacteriostatica, sugerindo como possivel alvo a

parede bacteriana.

O teste de toxicidade da Artemia salina utilizado no presente estudo, indicou baixo
potencial toxico do extrato onde houve maior atividade, sugerindo que este deve ser
melhor pesquisado com o objetivo de ser utilizado no futuro como um possivel

antimicrobiano alternativo.

Os testes fitoquimicos e a CLAE-DAD identificaram a presenca de acidos triterpenicos,
que segundo dados da literatura apresentam atividade antimicrobiana, sendo esses &cidos
entdo 0s possiveis responsaveis pela atividade antimicrobiana presente no extrato de E.

brasiliensis.

Como foi possivel observar nesse estudo, existem diferentes estratégias de

resisténcia em diferentes cepas bacterianas, sendo inadmissivel na atual conjuntura, definir

um antimicrobiano para uso em qualquer infeccdo sem distinguir 0 micro-organismo e sua

resposta a cada antimicrobiano. As plantas possuem um excelente potencial para essas

pesquisas e provavelmente o futuro se voltard para seu uso em diferentes formulagdes. O

que faz necessario é que se estabeleca com brevidade, os mecanismos de acdo de cada

extrato, observando suas varia¢Oes sazonais e definindo como eles afetam os micro-

organismos.
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7. PERSPECTIVAS

e Testar o extrato de E. brasiliensis em conjunto com outras substancias como o
clavulanato de potéassio e comparar com outros antimicrobianos que utilizam a

mesma associa¢do como a amoxicilina.
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