Universidade p

ESTADUAL DA PARAIBA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE LICENCIATURA E BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Eugenia

uniflora L.

NATALIA ARAGAO BEZERRA

CAMPINA GRANDE-PB
Junho, 2012



NATALIA ARAGAO BEZERRA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Eugenia

uniflora L.

Monografia apresentada ao Curso de
Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Estadual da
Paraiba, em cumprimento a exigéncia
para obtencdo do grau de Licenciado e
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadores:
Prof. DSc. Delcio de Castro Felismino

Prof. MSc. Thiago Pereira Chaves

CAMPINA GRANDE, PB
Junho, 2012



F ICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL — UEPB

B574a Bezerra, Natalia Aragéo.
Avaliacdo da atividade antimibrobiana de Eugenia
uniflora L. [manuscrito] / Natalia Aragdo Bezerra. —
2012.
36 f. :il. color.

Digitado.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
Biologia) — Universidade Estadual da Paraiba, Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude, 2012.

“Orientagdo: Prof. Dr. Délcio de Castro e
Felismino, Departamento de Biologia”

“Co-Orientacdo: Prof. Me. Thiago Pereira Chaves,
Departamento de Biologia”

1. Eugenia uniflora L.. 2. Pitangueira. 3. Plantas.
4. Microbiologia de alimentos. |. Titulo.

21. ed. CDD 580




NATALIA ARAGAO BEZERRA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Eugenia uniflora L.

Aprovadaem: 29 di Jonho da 2012

BANCA EXAMINADORA:

e Le
Prof/DS¢. Defcio Zasfro Felismino
DB/CCBS/UEPB
Orientador

: I s . .
A(M; W@b e yedeius
Profa. DSc. Ana Claudia Dantas de Medeiros
DF/CCBS/UEPB
Examinadora

(

Prof. M&¢/ Ilvan Coelho Dantas
onvidado
Examinador




DEDICATORIA

Ao meu filho, Arthur Aragdo Thamay Medeiros, que me
da forca e coragem para encarar os desafios da vida,
DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por ter sido meu guia em momentos dificeis, esteve

sempre ao meu lado.
Aos meus pais pela confianca.
A Felipe Thamay pela ajuda, amor e estimulo.

Aos sorrisos do meu filho, que em muitos momentos foi suficiente para me dar

forca e coragem.
Ao professor Ivan Coelho Dantas pela confianga e pelo incentivo.

Aos meus orientadores Délcio de Castro e Felismino e Thiago Pereira

Chaves, pela dedicacéo, paciéncia e firme orientacdo em todos os momentos.
Ao Laboratério de Botanica, pelo apoio.

Ao Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos, pela

oportunidade concedida para realizacao deste trabalho.

As minhas amigas, Ana Claudia, Emanuella Gongalves, Fernanda Fernandes,
Heloisa Silva e Mayara Beltrdo pelo apoio e carinho nas horas dificeis.
E a todos que ndo foram citados, mas de alguma maneira contribuiram para a

concretizacdo desse sonho.



“Cada dia que amanhece assemelha-se a uma
pagina em branco, na qual gravamos 0s nossos
pensamentos, acgOes e atitudes. Na esséncia,
cada dia é a preparacdo de nosso proprio

amanhd.”
Chico Xavier



RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA Eugenia uniflora L.

A Eugenia uniflora L. (pitangueira) € uma planta de frutos comestiveis muito
conhecida e apreciada no Brasil. Segundo a medicina popular, o cha de suas folhas
atividade antimicrobiana. Com base no exposto, o trabalho teve como objetivo
avaliar a acao antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico da folha de Eugenia
uniflora L. frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, C. tropicalis,
C.parapsilosis, C. Krusei e C. guilliermondii. As folhas da E.uniflora, foram secas em
estufa de circulacdo de ar e moidas em moinho de facas com granulometria de 10
mesh. O extrato hidroalcoolico a 70% foi obtido pelo método de maceracéo a frio. Na
andlise microbioldgica, utilizou-se o método da difusdo em agar-cilindro em placas,
onde nos cilindros de aco inoxidavel foram adicionados 100uL do extrato, utilizando
como controle negativo, alcool a 70%, sendo testadas diluicdes seriadas [100, 50,
25; 12,5; 6,25 e 3,13% (v/v)] do referido extrato, em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C. A leitura dos testes foi realizada medindo os diametros dos halos
de inibicdo (mm) ao redor do cilindro, considerando-se como possuidora de atividade
antimicrobiana a solucdo do extrato hidroalcodlico que apresentou um halo de
inibicAo de crescimento igual ou superior a 8,0mm de diametro. Constatou-se
atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico frente as cepas de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, com diametro dos halos de inibicdo variando de
13,14 a 11,07mm, e 16,11 a 11,59mm, respectivamente, e efeito inibitério minimo na
diluicdo de 3,13% (11,07mm e 11,59mm, respectivamente). Conclui-se que, o
extrato da E.uniflora constitui um meio medicinal alternativo com atividade anti-
infectiva sobre S. aureus e P.aeruginosa, por outro lado, ndo nos permite afirmar
que a referida planta ndo pode ser usada como alternativa contra as demais
espécies bacterianas e fungicas avaliadas. Sugere-se a realizagdo de estudos com

solventes de diferentes polaridades.

Palavras-chave: Pitangueira; extrato hidroalcodlico; &agar-cilindro; concentracdo

inibitéria minima.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Eugenia uniflora L.

The Eugenia uniflora L. (Surinam cherry) is a plant of edible fruits very known and
appreciated in Brazil. According to folk medicine, the tea of its leaves has action,
among them, antimicrobial, with application of hypotensive effects, antigota,
stomachic and hypoglycemic. Based with on exposed, the present work aimed to
evaluate the antimicrobial in vitro of extract Leaf hydroalcoholic of Eugenia uniflora L.
against strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, C. tropicalis, C.parapsilosis, C. Krusei
e C. guilliermondii. From the leaves of Surinam cherry, dried and ground, was
obtained the hydroalcoholic extract by the method of the maceration. In the
microbiological analysis, used the method of diffusion in agar-cylinder in plate, where
in stainless steel cylinders was added 100uL of extract as negative control, alcohol
70%, being tested serial dilutions [100, 50, 25; 12,5; 6,25 e 3,13% (v/v)] of said
extract, in then, the plates were incubated at 37°c. The reading of test was performed
measuring the diameters of inhibition halos (mm) around the cylinder, considering as
having antimicrobial activity the solution of the extract hydroalcoholic which showed
an inhibition halo growth equal to or greater of 8.0 mm in diameter. It was found
antibacterial activity of hydroalcoholic extract front to strains of Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa, with diameter of the haloes inhibition ranging
of 13.14 to 11.07 mm and 16.11 to 11.59 mm, respectively, and inhibitory effect
minimum in dilution of 3.13% (11.07 mm and 11.59 mm, respectively). Therefore, this
study present, at the assay conditions, it was concluded that, the extract of the
pitangueira is a means dressing alternate with activity anti-infective on S.aureus and
P. aeruginosa. On the other hand, not allow us to assert that such plant cannot be
used alternatively against other bacterial and fungal species evaluated. It is

suggested realization of studies with solvents of different polarities.

Keywords: Surinam cherry, hydroalcoholic extract, agar-cylinder, minimum inhibitory
concentration.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das dultimas duas décadas, os fungos tornaram-se uma das
principais causas de doenca em humanos, particularmente em individuos
imunodeprimidos ou hospitalizados com graves distlrbios subjacentes (MURRAY;
ROSENTHAL; PFAUER, 2006). Com relagdo as bactérias, nos chama a atencédo a
sua patogenicidade e prevalentes agentes de infecgbes hospitalares em todo o
mundo, constituindo assim, uma séria ameaca a saude publica (BENVINDO, 2010).

A utilizacao terapéutica de penicilina e outros antibiéticos a partir da década
de 1940 tem sido uma das realizacBes mais importantes do século. Desde entdo se
tem obtido, comercializado e utilizado em grande quantidade os antibidticos com a
falsa esperanca de que as enfermidades produzidas por microbios desaparecam.
Porém nos anos 50 ficou claro que as bactérias foram capazes de desenvolver
mecanismos de resisténcia (PEREZ, 1998). Segundo Duarte (2006), a resisténcia a
drogas é um dos casos mais bem documentados de evolucao bioldégica e um sério
problema tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento.

O 6nus elevado da assisténcia médica privada, a precariedade da assisténcia
prestada pelos servigos publicos e o alto custo dos alopaticos vem motivando, em
todo o mundo, uma maior adesao ao uso da medicina natural (FRANCA et al., 2008).

A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal, a qual vem crescendo
notadamente nestes ultimos anos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001). O Brasil
€ um pais rico na matéria prima dos fitoterapicos, varios estudos estdo sendo
direcionados a essa linha de medicamentos, porém ainda ha muito que se conhecer.

A Eugenia uniflora L. (pitangueira) € uma planta de frutos comestiveis muito
conhecida e apreciada no Brasil, e 0 cha de suas folhas tem aplicacdo na medicina
popular (AURICCHIO; BACCHI, 2003; DANTAS et al.,, 2007) dentre elas, acao
antimicrobiana (BRUN; MOSSI, 2007).

Essa pesquisa visa priontariamente contribuir com a investigagao sobre
produtos naturais com atividade antimicrobiana, que ja estdo sendo realizados no
Brasil. A analise das propriedades antimicrobianas do extrato vegetal da Pitanga,
contribui para a caracterizacdo farmacologica da espécie de uso medicinal na regido

nordeste.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas de
Eugenia uniflora L. frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candidaalbicans, C.

guilliermondii, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis.

2.2 Especificos
» Avaliar a agao antimicrobiana in vitro do extrato da referida planta frente a
cepas bacterianas e fungicas de interesse médico;

* Determinar a Concentragao Inibitéria Minima do extrato testado.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Resisténcia microbiana

Resisténcia microbiana € um assunto de grande preocupacdo em saude
publica. Novas drogas, incluindo um arsenal de reserva com menos efeitos
colaterais merecem especial atencdo (SEGOVIA et al., 2008). A incidéncia global de
determinadas infec¢Bes fungicas invasivas especificas continua a aumentar ao longo
do tempo e a lista de infeccbes oportunistas e fungos patogénicos também expande
a cada ano (MURRAY; ROSENTHAL; PFAUER, 2006).

Quanto as bactérias, Rodrigues (1997) e Moura (2004) comentam que, com 0
evento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, surgiu as cepas
multirresistentes, de dificil tratamento, exigindo dos profissionais da area de saude
adesdo total as precaucbes padrdo e medidas de isolamento na assisténcia aos
portadores, evitando a disseminacédo das mesmas.

O problema da resisténcia microbiana, segundo Nascimento et al. (2000), é
crescente e a perspectiva de uso de drogas antimicrobianas no futuro é incerta.
Portanto, atitudes devem ser tomadas para que possam reduzir este problema,
como, por exemplo, controlar o uso indiscriminado de antibiéticos, desenvolverem
pesquisas para melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e
continuar o estudo de desenvolvimento de novas drogas, tanto sintéticas como
naturais.

De acordo com Duarte (2006), as propriedades antimicrobianas que as
plantas apresentam séo efeitos dos produtos de seu metabolismo secundario, tais
substancias tais como 1,8-cineol, limoneno e linalol, geranial, germacreno-D, e
mentol tém sido reconhecidas e confirmadas cientificamente. Portanto, os extratos
vegetais e suas substancias fitoquimicas, com propriedades antimicrobianas

conhecidas, podem ser de grande significado em tratamentos terapéuticos
(NACIMENTO et. al., 2000).

3.2. Fitoterapia
Com o passar do tempo, o homem foi observando os efeitos causados pela
ingestao de plantas, tanto por eles mesmos quanto por animais e passou a relatar

esses fatos, podendo entdo verificar a dosagem ideal para conseguir o efeito
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desejado, e assim pode utilizd-la ndo apenas como alimento, mas também para o
fim medicinal (LORENZI; MATOS, 2002; DANTAS, 2007).

A fitoterapia tem sido uma das praticas mais discutidas na
contemporaneidade, buscando-se, tanto no Brasil quanto em outros lugares do
mundo, mecanismos de regulamentacdo e implementacdo de politicas para a area
(OLIVEIRA, 2005).

Fitoterapico, de acordo com a legislacao sanitaria brasileira (BRASIL, 2004), é
0o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.

Devido as diversas confirmacdes e reconhecimentos do poder medicinal das
plantas pela comunidade cientifica, o potencial da flora brasileira para uso na
medicina tem obtido destaque no meio cientifico interessado em descobrir novas
substancias com valores terapéuticos (MALAFAIA et al., 2006; BRASIL, 2009). E
isto, fez com que o Ministério da Saude divulgasse uma listagem contendo 71
plantas medicinais, com o0 objetivo de direcionar os estudos para que estas plantas
fossem implementadas como uma forma terapéutica alternativa para a populacéo do
Sistema Unico de Saude (ANVISA, 2011).

3.2.1. Eugenia uniflora L.

Espécie popularmente conhecida como pitanga comum, pitanga verdadeira,
ubipitanga, ibipitanga, pitanga vermelha, pitangueira do jardim, pitanga-cuba
(CORREA, 1984). Caracteriza-se por ser uma arvore pequena, folhas opostas,
ovais, glabras, hipoestomatica, apresenta idioblastos contendo drusas e cristais
prismaticos possivelmente de oxalato de calcio (ALVES; TRESMONDI; LONGUI,
2008). Flores alvas, dispostas em pedunculos axilares, e de frutos comestiveis
(AURICCHIO; BACCHI, 2003), tipo baga, de cores vermelho-escuro, preto ou
amarelo, com polpa carnosa ou agridoce, contendo uma ou duas sementes
(CORREA, 1984; LORENZI; MATOS, 2002).

As folhas da pitangueira teem aplicacdo na medicina popular, na forma de cha
(AURICCHIO; BACCHI, 2003), e com conhecidas atividades terapéuticas, dentre
elas, a antiinflamatoria (DANTAS, 2007; VIZZOTTTO, 2008).

Em estudos ja realizados observa-se nas folhas da pitangueira a presenca de

antraquinonas, esteréides, triterpenos, heterosideos flavonodides, heterosideos
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saponinicos e taninos (FIUZA et al., 2008; COUTO et. al., 2009; AZEVEDO, CHIM,
SILVA, 2010) citronelol, geraniol, cineol e sesquiterpenos (SCHAPOVAL et al.,1994,
apud FIUZA et al.,, 2008), sesquiterpenos, compostos fenolicos (AURICCHIO;
BACCHI, 2003), flavondides, taninos, saponinas e terpenos (FIUZA et al., 2008;
COUTO et al., 2009; AZEVEDO; CHIM; SILVA, 2010), antocianinas, flavondides e
carotendides (LIMA; MELO;LIMA, 2002) sugerindo um importante potencial

fitoterapéutico a ser investigado.

3.2.2. Atividade antimicrobiana vegetal

Ensaios farmacologicos realizados com os extratos das folhas da E. uniflora
permitiram evidenciar atividade inibitéria da enzima xantina-oxidase por acdo dos
flavonoides (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al. , 1987), atividade antibacteriana com
extratos das folhas da Eugenia uniflora contra alguns germes patogénicos, bactérias
Gram positivas, Staphylococcus aureus e Gram negativas Escherichia coli (FADEY,;
AKPAN, 1989), atividade moderada frente a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli e atividade contra as leveduras, Candida krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.
(HOLETZ et al.,, 2002; Farias, Casimiro e Lima, 2000), os segundos autores,
acrescentam ainda C. albicans, C. guilliermondii.

A partir do levantamento bibliografico, constatou-se a realizacdo de estudos
avaliando o potencial antimicrobiano do extrato e 6leo essencial das folhas, polpa e
sementes da Eugenia uniflora L., dentre eles, destaca-se o efeito inibitério frente a
Pseudomonas aeruginosa (AURICCHIO E BACCHI, 2003), Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (SOUZA et al, 2004),
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (AURICCHIO et al., 2006),
Staphylococcus epidermidis (BRUN E MOSSI, 2007), Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp. (OLIVEIRA et al., 2008), Pseudomonas
aeruginosa (FIUZA, 2009), Staphylococcus aureus (SOUZA et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do estudo
A pesquisa foi realizada nos Laboratorios de Botanica e de Desenvolvimento
e Ensaios de Medicamentos, localizados no Centro de Ciéncias Biologicas e da

Saude/Universidade Estadual da Paraiba.

4.2. Obtencdo do material vegetal, localizacdo e época da coleta

O material vegetal foi obtido através da coleta de galhos com folhas de
plantas adultas da E.uniflora (Figura 1), devidamente selecionadas, baseando-se
nas caracteristicas botanicas e fitossanitarias, no periodo de 8:00 as 10:00h,
respeitando a época ideal de coleta (estadios vegetativo e reprodutivo). A coleta
ocorreu nas imediagbes do Sitio Cardoso, municipio de Massaranduba-Paraiba,
situado entre as coordenadas 7°13.345’S e 35° 49.703'0, com altitude de 418 m

acima do nivel do mar.

|
Figura 1A e B. Eugenia uniflora L.: A. Galhos e
B. Folhas.

Fonte: Natalia Aragao, 2011.

Foram realizadas, manualmente, duas coletas das respectivas amostras de

cascas e folhas, as quais foram acondicionadas, separadamente, em saco de papel
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Kraft. Na primeira coleta, obteve-se uma representacao da planta, no estadio de
floracdo, a qual foi utilizada para identificacdo da referida espécie no Herbario
Arruda Camara/Laboratorio de Botanica/UEPB, sendo registrada sob numero 078. A
segunda representou a aquisicdo do material, no estadio vegetativo, o qual foi
submetido a obtencdo do extrato hidroalcodlico no Laboratério de Desenvolvimento
e Ensaios de Medicamentos/UEPB.

4.3 Moagem

ApOs a secagem, o material seco (folhas) foi triturado em moinho do tipo
Willey®, e o composto resultante (material moido) foi tamisado em tamis de 10 mesh.
Em seguida, o material moido foi acondicionado em embalagens hermeticamente

fechadas, e protegida do ar e da radiacao solar.

4.4. Obtencédo do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcéolico, foi obtido por maceracéo a frio, na proporcao de 1:1,
adotando procedimentos recomendados por Chernoviz (1920) e Farmacopéia
Brasileira (1988). Foram pesados 50g do material moido, em seguida, foram
adicionados 50mL da solucdo hidroalcodlica a 70%,a qual foi acondicionada em
recipiente de vidro &mbar hermeticamente fechado e protegido da radiacao solar, por
periodo de 72 horas, durante este periodo foram realizadas agitacdes manuais
diérias, para obtencdo de uma maior homogeneizacdo, com objetivo de facilitar uma
melhor extracdo das substancias fitoquimicas. Decorrido o periodo de maceracgao, o
material foi filtrado, utilizando um funil com algoddo, para remocdo de residuos
sélidos. Apoés filtracdo, do extrato resultante, foi retirada a aliquota de 40mL, e o
restante do extrato foi aquecido em banho-maria a 60 °C, para redugao a 10mL,
apos a obtencdo dessa aliquota, a mesma foi adicionada aos 40mL, totalizando
50mL, o qual foi acondicionado em frasco ambar, previamente limpos e secos, e

imediatamente utilizados na etapa seguinte da analise microbiolégica.

4.5. Anélise microbioldgica
A avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto fluido da Eugenia
uniflora foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de

Medicamentos.
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4.5.1. Cepas de microrganismos

Foram utilizadas cepas padronizadas Amenican Type Culture Collection
(ATCC), de bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus (6538), e Gram
negativas: Pseudomonas aeruginosa (9027), Escherichia coli (8739), Klebsiella
pneumoniae (10031). Para leveduras utilizou-se o género Candida albicans (10231)
C.tropicalis (66029), C.parapsilosis (22019), C.krusei (6258) e C.guilliermondii
(6.260). As foram disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz—RJ),
sendo as cepas reativadas, em camara asséptica, seguindo as recomendac¢des da
referida Fundacéo.

Apoés a reativacao, as cepas em suspensao foram transferidas para tubos de
ensaio de vidro estéril contendo caldo BHI (Brain and Heart Infusion), sendo
incubadas as bactérias a temperatura de 37 °C, e as leveduras a temperatura
ambiente por 24 horas, quando entdo se confirmou o crescimento bacteriano e
fangico (DIAS et al.,, 2006). Ao final deste periodo, os microrganismos foram
transferidos, com o auxilio de uma alca bacterioldgica, para placas de Petri contendo
meios de cultura especfficos. As bactérias foram repicadas em Agar Mueller Hinton,
as leveduras em Agar Saboraud.

Posteriormente, as colbnias isoladas, das referidas cepas, Figura 2A e B,
foram transferidas, com o auxilio de uma alca bacterioldgica, para tubos de ensaio
de vidro estéril contendo solucdo salina a 0,9%, até obter uma turvacdo semelhante
0,5 da Escala de McFarland, o qual confirmou-se em espectrofotdmetro, obtendo-se
uma absorbancia entre 0,08 e 0,1, no comprimento de onda de 625 nm, com o
objetivo de se obter cargas microbianas de aproximadamente 10° UFC (Unidade
Formadora de colénia)/mL (CLSI, 2005).

4.5.2. Teste de sensibilidade microbiana

Foi tomado como referencial, 0 método da difusdo em agar-cilindro em placas,
o qual foi descrito por Esmerino et al. (2004). Para o screening microbiolégico,
Figuras 3A, B e C, com as bactérias foi utilizado o meio de cultura agar Mueller-
Hinton. Para as leveduras do género Candida, o meio de cultura Agar Saboraud.

A partir do indculo, peparado com a suspensdo bacteriana e/ou fungica, foi
produzido a camada de superficie, em uma proporcdo de 1,0mL da suspensdo para

100mL do meio utilizado.
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Foto: Thiago Pereira Chaves, 2011.

Para a preparacdo das placas foi utilizado o meio de cultura especifico, sendo
a camada base preparada numa propor¢cao de 20mL. Esperou-se solidificar, em
seguida, sobre essa camada de meio, foram adicionados 5mL do meio de superficie
(Figura 3A).

Apo6s a solidificacdo do meio de superficie, com as duas camadas de meio
uniformemente sobrepostas, foram colocados quatro cilindros de aco inoxidavel,
sobre sua superficie, com diametro externo de 8 £ 0,1 mm e diametro interno de 6 +
0,1 mm e comprimento de 10 £+ 0,1 mm, Figura 3B, aos quais foram adicionados
100uL do extrato (Figura 3C), sendo os ensaios realizados em triplicata. Como
controle negativo, foi utilizado alcool a 70%, respeitando a sensibilidade de cada

grupo e/ouindividualidade dos microorganismos

4.5.3. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

No teste de CIM foi empregado as cepas que apresentaram inibicdo de seu
crescimento pela acdo do extrato hidroalcodlico (100%). Nesta fase foram testadas
diluicbes seriadas do referido extrato, as quais foram obtidas empregando-se
procedimento baseado no método adaptado de Stangarlin et al. (1999). Inicialmente,
em um tubo de ensaio foram adicionados 5mL do extrato hidroalcodlico da folha e
5mL de élcool a 70%, sendo agitado até a completa homogeneizacédo, obtendo-se
uma diluicdo com concentragdo final de 1:2 do extrato. A partir desta, utilizando o
procedimento de diluicdo seriada, foram obtidas as demais dilui¢cdes: 1:4; 1:8; 1:16 e
1:32 (v/v).
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base; B. Adigdo dos cilindros de acgo; e C. Adicao do extrato.
Foto: Thiago Pereira Chaves, 2011.

ApoOs a obtencdo das solugcdes, foi aplicado o mesmo procedimento utilizado
no teste de sensibilidade microbiana. Logo apdés, as placas foram incubadas a 37°C,

em estufa, por um periodo de 24-48 horas, para bactéria e, 48-72 horas para fungo.

4.6. Andlise dos dados

Apés o periodo de incubacéo, a leitura dos testes foi realizada medindo os
didmetros dos halos de inibicdo (mm) ao redor do cilindro, aferidos com auxilio de
um paquimetro digital. O resultado final foi determinado pela média aritmética dos
didmetros dos halos de inibicdo, obtidos nas triplicatas de cada ensaio.

Foi considerada como possuidora de atividade antimicrobiana a concentracao
do extrato hidroalcodlico que apresentou um halo de inibicdo de crescimento igual
ou superior a 8,0mm de diametro. Para a determinacédo da CIM foi considerada a
menor concentracdo do referido extrato que apresentou halo de inibicdo com as
mesmas dimensdes, citada anteriormente, para o diametro (LIMA et al., 2004).

Os resultados obtidos de cada ensaio foram observados, avaliados, anotados,
fotografados (halos de inibicdo) e interpretados. Com base nos resultados, foram
elaboradas tabelas onde as medidas dos halos de inibicdo foram comparadas as
diluicbes do referido extrato da espécie estudada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela, observam-se os resultados, expressos em meédias, para o efeito
antimicrobiano extrato hidroalcodlico da E.uniflora L. e do controle negativo, assim
como, concentragdo inibitéria minima das solugbes do referido extrato frente as
cepas de S.aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, Candida albicans, C.

tropicalis, C. parapsilosis, C. Krusei e C. guilliermondii.

Tabela 1. Médias aritméticas dos halos de inibicio (mm) da avaliacdo da
concentracdo inibitdria minima do extrato hidroalcoolico de Eugenia
uniflora frente & cepas bacterians e fungicas, meio sélido.

EXTRATO

Concentracdo (ml/ml)/ Diametro dos Halos (mm)
Microrganismos

. . ) . . Controle

1 1:2 1:4 1:8 1: 16 1: 32 negativo
S. aureus 21,01 13,14 12,73 12,06 11,57 11,07 -
P. aeruginosa 18,44 16,11 14,66 14,08 13,06 11,59 -

K. pneumoniae - - - - - - -
E. coli - - - - - - -
Candida albicans - - - - - - -
Candida tropicalis - - - - - - -
Candida parapsilosis - - - - - - -
Candida Krusei - - - - - - -

Candida guilliermondii - - - - - - -

Analisando o efeito inibitério do extrato hidroalcodlico frente as cepas de S.
aureus e P. aeruginosa, Tabela 1 e Figuras 4A e B, observa-se que o referido extrato
apresentou atividade antimicrobiana frente a ambas as cepas, em todas as diluicbes
testadas. Tendo o extrato hidroalcoolico bruto formado os maiores halos, 23,24 e
19,5mm, respectivamente, verificando-se também que, os diametros dos halos
decresceram proporcionalmente, apresentando concentragcao inibitéria minima (3,13

%) com diametros dos halos de 11,07 e 11,59mm, respectivamente.



22

Figura 4A e B. Zona de inibicdo do extrato hirolcoélico de
Eugenia uniflora, frente a: A. S. aureus; B. P.

aeruginosa.
Foto: Natalia Aragéo, 2011.

Resultados semelhantes foram obtidos por Auricchio (2001), Holetz et al.
(2002), Auricchio e Bacchi (2003), Souza et al. (2004), Goncalves, Alves e Meneses
(2005), Auricchio et al. (2006), Lopes et al. (2006), Fiuza (2009), trabalhando com a
Eugenia uniflora L. diferindo apenas em termos de concentracdes dos extratos e
diametros dos halos de inibig&o.

Contrariamente, o mesmo resultado n&o foi observado, com os
microorganismos estudados, por Goncgalves; Alves e Meneses (2005), Bouzada
(2007 Diniz et al. (2011), Vale e Orlanda (2011), apesar das referidas espécies
vegetais estudadas apresentarem 0os mesmos compostos fitoquimicos da Eugenia
uniflora.

A atividade antimicrobiana da Eugenia uniflora frente as referidas cepas,
ocorreu provavelmente devido a presenca dos fitoconstituintes: taninos, fendis,
flavondides, alcaléides e saponinas. Para Costa et al. (2005) estas substancias,
resultantes do metabolismo secundario das plantas, tem uma funcdo de defesa
contra predadores ou atracdo de agentes polinizadores, porém podem apresentar
outras atividades biologicas. Observagédo confirmada por Cowan (1999), Navarro e
Delgado (1999), Djipa, Delmée e Quetin- Leclercq (2000), Taleb-Contini et al.(2003),
Monteiro et al.(2005), Mandal, Babu e Mandal (2005), Costa et al. (2005), Avato et
al. (2006), Soetam et al. (2006), Souza et al. (2007), Bastos et al.(2008), Min et al.
(2008) ao estudarem a atividade antimicrobiana de espécies vegetais, constataram
que os referidos fitoconstituintes estariam relacionados a eficiéncia da atividade
antimicrobiana, pois esses compostos foram ativos contra diversos microrganismos,
incluindo os analisados em nosso estudo.
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Ao analisar a resposta inibitéria do extrato hidroalcodlico da Eugenia uniflora
frente as cepas de K. pneumoniae, E. coli, Candida albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. Krusei, C. guilliermondii, Tabela 1, constatou-se que, as respectivas
cepas mostraram-se resistentes ao referido extrato em todas as diluicdes testados,
ndo havendo formacéo de halos. Resultados contrarios foram obtidos por Alves et al.
(2000), Holetz et al. (2002), Gongalves, Alves e Meneses (2005), Lopes (2008) que
atribuiram a formacao dos halos de inibicao frente aos microrganismos testados aos
compostos fitoquimicos: tanino, fenois, flavondides e alcaldides. Enquanto que,
Enquanto que Bouzada (2007) ao avaliar a atividade antimicrobiana de 41 plantas
utilizadas na medicina popular brasileira, dentre elas Eugenia uniflora, L6bo (2009)
com Solanum paniculatum e Operculina hamiltonii, Diniz et al (2011) com
Pithecelobium cochliocarpum, Coelho et al. (2003) com Bixa orellana, Vieira et al.
(2005) com Struthanthus vulgaris, Bouzada (2007) ao avaliar a atividade
antimicrobiana de 41 plantas utilizadas na medicina popular brasileira, dentre elas
Eugenia uniflora, Vale e Orlanda (2011) com Euphorbia tirucalli, , ndo observaram a
formacdo de halos de inibicdo, apesar dos autores identificarem a presenca dos
fitoconstituintes, citados anteriormente, nas respectivas espécies vegetais, nao
observaram a formacdo de halos de inibicdo, apesar dos autores identificarem a
presenca dos fitoconstituintes, citados anteriormente, nas respectivas espeécies
vegetais.

Ao confrontar os resultados das respostas inibitérias (diametro do halo)
obtidas neste estudo com a literatura, verifica-se que a planta pesquisada apresenta
respostas distintas com relacdo a atividade antimicrobiana. Alves et al. (2000),
Holetz et al. (2002), Gongalves, Alves e Meneses (2005), Lopes (2008) atribuem a
formacdo dos halos de inibicdo frente ao microrganismo testado a um efeito
sinérgico de todos 0s seus constituintes, compostos fitoquimicos: tanino, fendis,
flavondides e e alcalbides.

Coelho et al. (2003), Gongalves, Alves e Meneses (2005), Vieira et al. (2005),
Auricchio et al. (2006), Bouzada (2007), Brun e Mossi (2007), Lobo (2009), Ciolfi
(2010), Diniz et al (2011) e Vale e Orlanda (2011) acrescentam que, a auséncia de
acao antimicrobiana pode ser explicada devido a presenca de baixas concentragdes
de fitoconstituintes, refletindo em baixa atividade da planta, pois as respectivas
cepas mostraram-se resistentes aos referidos extratos em todas as diluicdes. De

acordo com Coelho et al. (2003) alguns grupos de isoflavondides possuem
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propriedades antifingicas, provavelmente a quantidade deste composto no extrato
pode ter influenciado nos resultados positivos ou negativos em relacao a atividade
antimicrobiana.

Adebajo et al. (1989 apud Auricchio e Bachi, 2003), afirmam que fatores
qualitativos e quantitativos, influenciam no resultado obtido, dependem do momento
da colheita, estagdo do ano, estagio de maturidade antes da colheita. Para
Alves,Tresmondi e Longui (2008) o fato da coleta ter sido realizada em area urbana
ou rural pode influenciar a potencialidade antimicrobiana do extrato. Outros fatores
como a fase de desenvolvimento do vegetal, o clima, a altitude, o tipo de solo, a
radiacdo solar e o estresse (CECHINEL; YUNES, 1998; LOPEZ, 2010), mudancas
extremas bem como no caso de situacfes estressantes como queimadas e
enchentes (ANTUNES, 2001) interferem na produgcédo de compostos quimicos.

Singh e Shukla (1984 apud GONCALVES; ALVES; MENESES, 2005) afirma
que as estruturas quimicas dos compostos isolados de plantas, com raras excecoes,
podem agir como reguladores do metabolismo intermediario, ativando ou
bloqueando rea¢des enzimaticas seja agindo no nidcleo do microorganismo ou no
ribossomo, ou mesmo alterando estruturas presentes na membrana.

Quanto a metodologia empregada, de acordo com Lenette et al. (1987), a
velocidade de difusdo das substancias no agar influencia o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento no teste.

E interessante notar que o extrato da Eugenia uniflora apresenta atividade
antimicrobiana frente as Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-negativa
(Pseudomonas aeruginosa), Tabela 1, as quais se diferem quanto a estrutura de sua
membrana (SILVA, 2010) normalmente bactérias Gram-negativa apresentam
resisténcia aos antibidticos devido a diminuicdo da permeabilidade que ocorre em
sua membrana externa (MOREIRA; FREIRE, 2011), os resultados sugerem que
flavondides, saponinas e alcaloides, podem estar contribuindo para a atividade
antimicrobiana observada contra as cepas Gram-positivas e, especialmente, contra
as cepas Gram-negativas. Observacéo reforcada por Duke’s (1994), lwu et al. (1999
apud Coelho et al., 2003), Cowan (1999), Felizardo (2005) e Vieira et al. (2005) os
quais concluiram em seus referidos trabalhos, que as respectivas substancias foram
responsaveis pela atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas

quanto Gram-negativas.
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Observando o mecanismo de acdo dos flavonéides, de acordo com Cowan
(1999), esta é devida a habilidade deste grupo de se complexar com proteinas
soluveis e extracelulares e também com a parede de células bacterianas. Muitos
flavonoides lipofilicos teriam a capacidade de romper as membranas microbianas,
podendo romper inclusive a membrana de uma bactéria Gram-negativa.

Esse estudo se torna importante, por ter sido encontrado na literatura poucos
trabalhos referentes ao efeito antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da Eugenia
uniflora frente as cepas testadas, existindo, porém, um maior nimero de trabalhos
nessa linha de pesquisa com o 6leo da referida planta (RISSATO; ALMEIDA; SILVA,
2004; BRUN e MOSSI, 2007; PAROUL et al.,2007; LOPES, 2008; OLIVEIRA et al.,
2009; CIOLFI, 2010; VICTORIA; SAVEGNAGO; LENARDAO, 2011).
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, nas condi¢bes do ensaio, conclui-se que o
extrato hidroalcodlico de folhas da Eugenia uniflora apresentou efeito inibitorio frente
as cepas Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, com concentragao
inibitéria minima de 3,13%, constituindo em um meio medicinal alternativo com
atividade anti-infectiva sobre as referidas cepas. Por outro lado, ndo nos permite
afirmar que a referida espécie vegetal ndo pode ser usada como alternativa contra
as demais espécies bacterianas e flngicas avaliadas. Portanto, sugere-se a

realizacdo de estudos com solventes de diferentes polaridades.
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