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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Devido a atual resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e a necessidade de
buscar novas substancias com essa atividade, principalmente em produtos naturais, esse
trabalho objetivou avaliar e comparar o potencial antibacteriano de extratos de folhas da
planta Eugenia brasiliensis, ainda pouco estudada, obtidas por coletas sazonais. Méto-
dos: As coletas foram realizadas trimestralmente no Jardim Botéanico do RJ (JBRJ) e os
extratos etandlicos preparados com o p6 das folhas secas. Foram utilizadas cepas de
referéncia ATCC (American Type Culture Collection) Gram positivas de Staphylococcus
aureus: 25.923 (Beta Lactamase -) e 29.213 (Beta Lactamase +), e duas Gram negativas,
Escherichia coli (28.922) e Pseudomonas aeruginosa (27.853). A técnica de escolha foi a
microdiluicdo em placa de 96 pogos, pois permite avaliar a concentragao inibitéria minima
(CIM) e posteriormente a concentragédo bactericida minima (CBM). Resultados: 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
na maioria das estagdes/cepas bacterianas, indicando possivel atividade bactericida dos
extratos. Conclusao: A pesquisa demonstrou uma atividade antibacteriana promissora
para Gram positivos e existéncia de variagdo sazonal, sugerindo um bom potencial para o
uso de E. brasiliensis como antimicrobiano. Os resultados também indicam que, no futu-
ro, outros estudos devem ser realizados, como a prospecg¢éao quimica destes extratos.
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promissores, como no género Eugenia, pois apesar de ser
um género que ja tem sido pesquisado exitosamente quanto

A resisténcia aos antimicrobianos é uma ameaca
crescente em infecgdes bacterianas, ndo so6 dificultando os
tratamentos, mas aumentando a morbidade e mortalida-
de.V) Bactérias como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus sdo causas comuns
de infecgdes resistentes a antibioticos.? Nesse contexto,
a Organizacédo Mundial da Saude (OMS) realizou em 2020
um alerta para a escassez de novos medicamentos efica-
zes contra bactérias.®® Em contrapartida, fontes naturais
como plantas, ainda pouco exploradas, podem possuir ati-
vidade antimicrobiana ainda por ser descoberta. Portanto,
urge explorar esse potencial, especialmente, em vegetais

ao seu potencial bioativo, nem todas as suas espécies ja
foram analisadas, levando-nos a escolha de uma espécie
ainda pouco estudada.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
nos paises em desenvolvimento, grande parte da popula-
¢do depende da medicina tradicional para atencéao pri-
maria a satde. 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. Varios autores apontam para o fato
de que, quando ha seguranca e eficacia, a medicina tra-
dicional pode garantir amplo acesso a tratamentos de
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saude, quando a medicina convencional ndo esta aces-
sivel.49

Analisando as varias possibilidades de pesquisa com
fins medicinais em plantas de nossa biodiversidade, res-
salta-se a urgéncia no desenvolvimento de novos anti-
microbianos capazes de combater agentes etiolégicos re-
sistentes aos tratamentos atualmente disponiveis.® Desta
forma, vérias pesquisas ja vém sendo desenvolvidas e
direcionadas para a busca de novos agentes antimicro-
bianos provenientes de extratos de plantas e outros produ-
tos naturais. As variagdes referentes a determinacédo da
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) de extratos de plan-
tas frente aos micro-organismos podem ser atribuidas a
varios fatores, que véao desde a forma e local de cultivo,
método de pesquisa, até a técnica de verificagdo de sensi-
bilidade antimicrobiana empregada. Portanto, faz-se neces-
sario uma sistematizacéo e também uma padronizacéo das
pesquisas e testes nesse campo.®

Tomando por base as varias espécies vegetais da
biodiversidade brasileira, as pesquisas de atividade antimi-
crobiana propostas na literatura e o uso ja descrito da Fa-
milia 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 apre-
sentando essa atividade, ha raros trabalhos sobre essa
espécie que, portanto, possui um grande potencial ainda a
ser explorado.?”

Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

Desde a descoberta do primeiro antimicrobiano, hou-
ve uma preocupacéao 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 bactéri-
as Gram positivas nédo susceptiveis a antibiéticos penicili-
nicos, conhecidas como penicillin-resistant Streptococcus
pneumoniae (PRSP). Igualmente para os antibiéticos lan-
cados no mercado nos anos seguintes, varias cepas bacte-
rianas comecgaram a apresentar resisténcia, devido a me-
canismos de selecéo, troca de informacgdes e ao uso des-
regrado que ocorre até os dias atuais. Algumas bactérias
que inicialmente eram combatidas facilmente com penicili-
na, como o Staphylococcus aureus, comegaram a expres-
sar enzimas f-lactamases, conferindo uma maior resistén-
cia a antibioticos p-lactamicos. A partir deste momento
varios mecanismos foram sendo desenvolvidos, chegando
algumas cepas atualmente a apresentar resisténcia a to-
das as drogas de uso comercial.®) Uma das ultimas linhas
de defesa surgiu a partir da descoberta do antibiético vanco-
micina que demonstrou excelente desempenho frente as
cepas resistentes a meticilina, conhecidas por MRSA
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(methicillin-resistant S. aureus), causadoras de problemas
como infecgdes hospitalares. Esta supremacia comecou 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 presen-
tes nos VRE fossem transmitidos para MRSA foi confirma-
do, e, em 2002, nos Estados Unidos, foi descrito o primei-
ro caso de resisténcia total do Staphylococcus aureus a
vancomicina, sendo conhecidos atualmente como VRSA
(vancomycin-resistant S. aureus).®

No caso das bactérias Gram negativas, principalmen-
te o grupo das enterobactérias, os mecanismos de resis-
téncia podem variar desde a deficiéncia de porinas até a
producédo de enzimas capazes de inativar a agdo de dro-
gas antimicrobianas,'® como, por exemplo as beta-lacta-
mases ja escritas para S.aureus. Essa enzima propicia um
importante mecanismo de resisténcia a -lactamicos, pois
tem a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactamico do
antimicrobiano pela quebra da ligacdo amida, o que leva a
perda da capacidade deste em inibir a sintese da parede
celular bacteriana.("

Dentre os farmacos antimicrobianos, a categoria dos
B-lactamicos s@o os mais utilizados, seu mecanismo de
acdo atua na parede celular inibindo enzimas chamadas
penicillin binding protein (PBP). Os S. aureus possuem
trés mecanismos distintos de resisténcia a meticilina: hiper-
producéo de beta-lactamases, modificagcdes na capacida-
de de ligacdo das PBPs e a presenca de uma proteina
ligadora de penicilina alterada denominada PBP 22 que é
determinada pela presenca do gene mecA. Este ultimo,
designado para resisténcia a meticilina, impede a terapia
com qualquer um dos antibiéticos p-lactamicos atualmente
disponiveis e pode prever resisténcia a varias classes de
antibiéticos além dos B-lactamicos.('? Atualmente, mais de
35 enzimas beta-lactamases distintas ja foram descritas,
incluindo as carbapenemases, que atribuem as bactérias
resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos, aumen-
tando as taxas de mortalidade e gerando um grande pro-
blema de satide publica no Brasil e no mundo.(""

O uso indiscriminado de antimicrobianos, por auto-
medicacao, tempo de uso inadequado, utilizagéo irregular
ou excesso de prescricdes também contribui para aumen-
to global da resisténcia bacteriana, o que leva a uma es-
cassez na atualidade de antibiéticos capazes de conter
muitas infecgdes dessa etiologia.® Esse fato reforca a ne-
cessidade de langamento de novas substancias com essa
atividade.("® De fato, o uso abusivo de antibiéticos até mes-
mo para tratamento de infecc¢des virais e febres de etiologia
desconhecida, que néo respondem a antibioticoterapia,
além de inatil, também promove o surgimento da resistén-
cia, ja que bactérias pertencentes a microbiota acabam
entrando em contato com essas substancias que também,
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posteriormente, séo liberadas no ambiente. Diante deste
cenario alarmante, farmacos que hoje lideram as listas dos
mais vendidos correm o risco de se tornarem inuteis ao
longo do tempo, devido ao aumento da resisténcia bacte-
riana. Desta forma, a comunidade médica e cientifica vem
procurando compreender os fendmenos responsaveis pe-
los mecanismos adaptados de resisténcia, de forma a cri-
ar alternativas e novas estratégias para o combate a bac-
térias.(101%

FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é composta de mais de cem gé-
neros. Sao todas plantas tropicais ou subtropicais, mas no
Brasil ha cerca de mil espécies. Os géneros mais impor-
tantes sédo Psidium (goiabeira), Myrciaria (cravo-da-india)
e Eugenia, ao qual pertence a espécie em estudo neste
trabalho. Na América do Sul, Eugenia distribui-se desde o
Brasil até o norte e nordeste da Argentina, Uruguai e
Paraguai. Muitas espécies deste género sdo apreciadas
por seus frutos e usadas como alimento."s Este género
compreende cerca de quatrocentas espécies, sendo um
dos maiores da familia Myrtaceae.®

A espécie Eugenia brasiliensis Lamarck é conheci-
da popularmente como Grumixama, Grumixameira, Grumi-
xaba, Itapoiroti e Cumbixaba. Na medicina popular, o uso
da espécie na forma de infuséo das folhas foi relatado para
o tratamento de artrite, reumatismo e como diurético. Os
frutos maduros sé@o usados como alimento e para a prepa-
racao de bebidas fermentadas. Devido ao seu alto teor de
taninos, o que lhe confere acdo adstringente, as cascas
eram usadas na industria de couro, como tanantes.('®

Como ja pontuado, fontes naturais como plantas de
nossa biodiversidade, ainda pouco exploradas, poderao
possuir atividade antimicrobiana ainda por ser descober-
ta e possibilitar, a partir de pesquisas, a deteccédo de no-
vos compostos relevantes. Com base nessa poten-
cialidade, esse trabalho buscou avaliar e comparar o po-
tencial antibacteriano de extratos de folhas de Eugenia
brasiliensis, obtidas por coletas sazonais, definindo a par-
tir da obtencéo dos extratos, a CIM e a CBM, frente a cada
cepa bacteriana testada em diferentes estacdes do ano
e avaliar sua toxicidade nas concentragdes consideradas
ativas.

MATERIAL E METODOS

A escolha do material vegetal se restringiu as folhas,
por ser esta a por¢cdo onde ocorre a maior parte do trans-
porte de gases e fotossintese e onde ha mais chance de
serem encontrados metabdlitos interessantes para pros-
peccéo de atividade biologica, " mas também seguindo o
uso tradicional.®
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A coleta do material vegetal foi autorizada e realizada
sazonalmente no Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ).
O espécimen de escolha para nosso estudo, Eugenia
brasiliensis Lam. esta registrado no herbario do JBRJ (RB
01194107) e localizado no canteiro 18E (22°58'04.4"S
43°13'37.3"W). A primeira coleta foi realizada na primave-
ra, a segunda durante o verao, a terceira durante o outono
e a quarta coleta foi realizada no inverno.

As folhas foram coletadas por todo o espécimen e,
ap6s a montagem, imediatamente transportadas ao La-
boratério de Microbiologia do DCB - ENSP - Fiocruz, onde
foram limpas com papel toalha, pesadas e secas em es-
tufa com temperatura de aproximadamente 40°C por 48 a
72 horas. Apo6s esse periodo, o material foi novamente
pesado para calculo de rendimento e, em seguida, pulve-
rizado em moinho de facas. O extrato alcoolico foi prepa-
rado com 50 g do pé resultante das folhas secas, adicio-
nado de 1L de etanol P.A e mantido em frasco estéril por
sete dias. Foi entdo rotaevaporado para a remocéao dos
solventes volateis e submetido a evaporacéao até a secu-
ra seguindo as recomendacées de Abrantes.® O rendi-
mento em cada etapa, considerando as folhas desde a
coleta, secagem e realizacao do extrato, foi determinado
calculando-se o rendimento total dos extratos.('® Apos este
processo houve a ressuspensédo com solugao hidroalcoo6-
lica a 50%. Este extrato é similar as tinturas realizadas
popularmente, onde se misturam as partes ativas das plan-
tas as bebidas alcodlicas.®

Teste de atividade antimicrobiana

No presente estudo foram utilizadas cepas bacte-
rianas padrao ATCC (American Type Culture Collection):
duas Gram positivas de S.aureus, uma néao produtora da
enzima p-lactamase (ATCC25923), outra com essa parti-
cularidade (ATCC29213) e duas Gram negativas, E.coli
(28922), bactéria indicadora de contaminacéo fecal, e
Pseudomonas aeruginosa (27853), bactéria reconhecida-
mente resistente a varios antimicrobianos comerciais.

Para testar a atividade do extrato foi utilizada a técni-
ca de microdiluicdo em caldo em placa de poliestireno es-
téril de 96 pocos. Nesse ensaio foram adicionados assep-
ticamente 100 pL de caldo BHI (infuso de cérebro e cora-
¢do) em todos os pogos onde a pesquisa do extrato seria
realizada. A diluicdo de cada extrato nas cavidades foi rea-
lizada em duplicata, iniciada a partir de 2 mg/mL® e redu-
zida pela metade no pogo abaixo de forma sucessiva, se-
guindo as recomendacées de Mendes.®Nos pogos seguin-
tes foram feitas diluicdes seriadas, de maneira que foram
retirados 100 pL de cada pogo anterior com a mistura ex-
trato + BHI e adicionados ao pogo seguinte, reduzindo as-
sim a concentracdo do poco posterior pela metade. Nos
pocos com o caldo BHI + extrato foram adicionados 10 uL
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do in6culo bacteriano na concentragéo correspondente ao
tubo 0,5 da escala de Mc Farland. Todo o teste foi realiza-
do em duplicata, inclusive os controles. Apo6s esse proces-
so a placa foi colocada na estufa a 35°C por 24 horas.®

Foram realizados controles para garantir a qualidade
e confiabilidade do teste: controle do meio BHI, onde so-
mente o meio foi depositado nos pogos para confirmar sua
esterilidade e da placa utilizada; controle de crescimento
(pool de cepas + BHI) para verificar a capacidade do meio
em permitir o crescimento bacteriano; controle do solvente
(élcool a 50%) com o meio BHI e o inéculo, que foi realiza-
do a fim de demonstrar que ndo havia inibicdo do cresci-
mento bacteriano por acdo do solvente, o que poderia ge-
rar davidas no resultado do teste, causando um falso posi-
tivo para atividade do extrato. O controle negativo (extrato
+ BHI) e o controle de inibicdo, onde foram adicionados ao
meio, e as cepas, o antimicrobiano ciprofloxacino (cipro-
floxacino + BHI + in6culo).®

A concentracgédo anterior aquela onde houve turvacgéo
correspondente ao crescimento bacteriano foi denomina-
da como Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM).® Os valo-
res referentes a CBM (Concentracdo Bactericida Minima)
seguindo metodologia adaptada de Abrantes,® foram ob-
tidos por meio de repique para meio de cultura sélido e
rico, do conteudo dos pogos com o extrato + cepa bacte-
riana, que nao apresentaram crescimento bacteriano
(turbidez) na placa de microdiluicdo, sendo considerada
CBM a menor concentracdo que nao apresentou cresci-
mento no meio de cultura sélido apés incubacdo. Quando
ocorreu inibicdo bacteriana no meio liquido com o extrato,
mas crescimento no meio sélido sem o extrato, a concen-
tracdo correspondente foi considerada bacteriostatica
(CB).® Para efeito de confirmagéo 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 li-
geira diminuicdo da turbidez, mas néo foi possivel definir a
CIM dentro das concentragdes escolhidas para nossos ex-
perimentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar que, apesar do peso total das
folhas frescas obtidas na coleta do inverno ter sido menor
que nas outras estacdes (Tabela 1), seu peso seco total
nao ficou muito diferente das outras coletas anteriores. Além
disso, apesar de termos retirado a mesma quantidade em
gramas para realizacdo do extrato (50 g/1000 mL), essa
foi a estacdo onde obtivemos maior rendimento no extrato
obtido. Esses resultados védo de encontro com os obtidos
por Soletti,('"” onde o rendimento dos seus vegetais foi me-
nor no inverno. De qualquer forma, observa-se que, neste
quesito, independente do vegetal, a sazonalidade pode le-
var a variagao no rendimento apds processamento.

Tabela 1 - Peso e rendimento das folhas de E.brasiliensis durante
0s processos de prospecg¢ao

Peso

. Primavera  Verao Outono Inverno
(rendimento)
Fresco total 116,349 137,28 g 145,37 g 98,85 ¢g
Seco total 67,939 83,49 ¢g 78,26 g 74,03 g

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

Atividade antimicrobiana do extrato bruto de
Eugenia brasiliensis nas diferentes estagées
do ano

Na tabela disposta abaixo reunimos os resultados da
atividade bacteriana de diferentes concentragdes testadas
dos extratos das folhas de E. brasiliensis de acordo com
as estagdes do ano, e cepa bacteriana ATCC (Tabela 2).

Com base nestes resultados, foi possivel observar que
o extrato ndo s6 possui atividade antimicrobiana, mas que
esta é semelhante entre as estagdes do verdo e outono e
também entre o inverno e a primavera. Nas duas primeiras
estacdes houve uma melhor performance do extrato, corro-
borando com o trabalho de Siebert e colaboradores,"® que
também obtiveram nessas mesmas estagdes, as melho-
res respostas para essa espécie vegetal. Segundo esses
autores, faz-se necessaria uma verificagcdo sazonal e tam-

Tabela 2 - Inibicdo bacteriana a partir do extrato das folhas de E.brasiliensis coletadas nas

diferentes estagbes do ano

Cepas CIM mg/mL CIM mg/mL CIM mg/mL CIM mg/mL
utilizadas Primavera Veréo Outono Inverno
Gram positivas ~ S. aureus (S1) 2 1 1 2

S. aureus (S2) 2 1 1 2
Gram negativas E.coli 2 2 2 -

P. aeruginosa -

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

(S2) - S.aureus cepa produtora de beta-lactamase
+ : inibiu totalmente a bactéria

- : ndo houve inibigéo total da bactéria

RBAC. 2020;52(3):228-34
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bém do lugar da coleta do material vegetal utilizado, pois
podem ocorrer variagdes significativas por conta dessas duas
variantes. Nossos achados corroboram esses estudos, ja
que foi possivel detectar uma menor CIM em relagéo as
cepas de S.aureus no verao e outono (CIM=1mg/mL) do
que na primavera e inverno (CIM=2mg/mL), provando que
a sazonalidade influencia na bioatividade desta planta. Se-
gundo Evans,'® as variagées de temperatura influenciam
no desenvolvimento do vegetal, afetando a producéo de
metabolitos secundarios, que parecem aumentar em tem-
peraturas mais elevadas. Isso pode explicar em parte a
melhor atividade antibacteriana verificada nos extratos de
E. brasiliensis obtidos a partir de folhas coletadas no ve-
rdo e outono. Em contrapartida, a reducéo da atividade,
principalmente na primavera e inverno, que sé@o meses mais
frios, pode ser explicada pelo acionamento de um meca-
nismo natural de degradagcédo dos metaboélitos secundari-
os, direcionando os compostos quimicos do vegetal para a
manuteng¢do do seu metabolismo primario .

Foi possivel verificar que o extrato de Eugenia
brasiliensis obteve melhor acéo sobre as cepas Gram po-
sitivas testadas nesse trabalho, indicando assim um possi-
vel norte para futuras pesquisas de atividade antimicrobiana
desta planta. A bactéria Staphylococcus aureus, testada,
€ um micro-organismo que estd sempre envolvido em in-
feccdes hospitalares e é considerado um dos principais
patégenos causadores de diversas infec¢des neste ambi-
ente.("™ Sua resisténcia aos antimicrobianos tem sido um
fator de alerta constante, e, em nosso estudo, o extrato ob-
tido nas estagdes do veréo e outono inibiu esse micro-or-
ganismo com uma concentracdo de apenas 1 mg/mL (Ta-
bela 2), tornando a utilizacdo deste extrato, como potencial
antimicrobiano para esta espécie bacteriana, bastante pro-
missora.

Outro fator importante observado é que durante a ve-
rificagcdo da CBM do extrato da primavera nas cepas de S.
aureus estudadas, apenas houve inibicdo (atividade
bactericida), no crescimento em placa com meio solido,
da cepa nao produtora de beta-lactamase, sendo possivel
observar o crescimento no meio sélido da cepa que produ-
zia a enzima beta-lactamase (Figura 1). Esse achado su-
gere uma atividade bacteriostatica para essa cepa, ja que
no teste da microdiluicdo houve inibicdo do crescimento
do in6culo no pogo referente a concentracdo de 2 mg/mL
da cepa de S. aureus produtora de beta-lactamase. Esse
resultado sugere que sejam necessarios mais testes para
elucidar o mecanismo de atuacéo do extrato testado, pois
segundo Williams,''") as cepas produtoras de beta-lacta-
mase hidrolisam o anel beta-lactamico pela quebra da li-
gacdo amida, levando a perda da capacidade do antimi-
crobiano em inibir a sintese da parede celular bacteriana,
0 que sugere que o potencial antimicrobiano do extrato deva
agir também neste sitio.
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Figura 1. Placa semeada para comprovacédo da CBM (Primavera).
Foto: Fabio Mendes

Apesar de nado haver na literatura uma concordancia
entre os pesquisadores quanto ao padrdao que deve ser
estipulado para avaliagdo da concentracao ideal de um
extrato na inibicdo microbiana, alguns autores determina-
ram em seus trabalhos que valores de CIM devem ser de-
finidos como inibi¢cao forte ou fraca dependendo da con-
centracgado do extrato. Holetz e colaboradores,?" por exem-
plo, consideram ativas somente CIM iguais ou menores
de 0,5 mg/mL, ja Aligiannis e colaboradores(?® consideram
como uma CIM extremamente forte a obtencéo de valores
entre 0.28 -1.2 mg/mL e Webster e colaboradores(® ja con-
sideram como ideal concentragdes a partir de 2 mg/mL.

Apesar de todos esses autores justificarem suas es-
colhas, é importante considerar também que, além da ati-
vidade pontual do extrato, devem-se considerar possiveis
sinergismos com outras drogas, o que néo inviabiliza con-
centracdes maiores como as obtidas por Michelin e cola-
boradores,® que, apesar de encontrarem CIM acima de
180 mg/mL, consideraram seus resultados promissores.

Também néo existe um consenso sobre o nivel acei-
tavel para extratos de materiais vegetais quando compara-
dos com antibiéticos padrdes. Alguns autores consideram
somente resultados similares aos de antibiéticos conheci-
dos desde que se trabalhe com uma fragéo ja determina-
da,® o que nado condiz com nosso estudo, ja que trabalha-
mos com o extrato bruto.

Nao foi observada atividade de completa inibigéo dos
extratos contra a cepa de P. aeruginosa em nenhuma esta-
¢ao do ano (Tabela 2), e isso pode ser em parte explicado
pelo fato de que P. aeruginosa é considerado um impor-
tante patégeno nosocomial devido a sua resisténcia intrin-
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seca a muitas classes de drogas, além de possuir grande
facilidade de adquirir resisténcia por meio de trocas inter e
extraespécie ou por mutagdes, demonstrando praticamen-
te todos os mecanismos enzimaticos e mutacionais conhe-
cidos de resisténcia bacteriana, além de possuir uma bai-
xa permeabilidade de sua membrana externa (1/100 da
permeabilidade da membrana externa de E. coli), varias
bombas de efluxo expressadas e -lactamase AmpC cro-
mossoOmica natural da espécie (conhecida como cefalos-
porinase).®

De forma geral, foi possivel observar que os extratos
de E. brasiliensis, apresentaram ag¢ao mais efetiva contra
as bactérias Gram positivas do que contra as Gram nega-
tivas. Isso ocorre provavelmente devido a estrutura celular
diferenciada das bactérias Gram negativas, ja que estas
possuem uma parede celular composta de peptideoglicano
e uma membrana externa contendo lipopolissacarideos, o
que lhes confere maior protecéo contra as substancias
ambientais, extratos de plantas e antibiéticos.® Assim como
em nossa pesquisa, varios autores também reportam me-
Ihores resultados em estudos com extratos de plantas con-
tra as bactérias Gram positivas.(?72%)

Pesquisas semelhantes sugerem que o sucesso na
extracdo de substancias ativas do material vegetal pode
estar também associado ao solvente utilizado no proces-
so. Segundo Alo e colaboradores,® o etanol, utilizado em
nosso estudo, € um solvente muito melhor que a agua para
a extracao das substancias ativas de plantas, tendo, junta-
mente com Abrantes,® relatado que as substancias ativas
identificadas a partir de plantas contra micro-organismos
séo geralmente compostos aromaticos ou organicos satu-
rados, e que estes compostos sdo mais facilmente obtidos
através da extracgao inicial com etanol ou metanol.

CONCLUSOES

Verificou-se neste estudo que os extratos testados
apresentaram diferentes niveis de atividade antimicrobiana
contra as cepas testadas, porém a maior atividade ocor-
reu em S. aureus e a menor em P. aeruginosa. A CIM en-
contrada nas cepas de S. aureus variou entre os extratos
obtidos das folhas coletadas em diferentes estagdes, com
uma melhor resposta nas estagdes verdo e outono, com-
provando assim que estudos sazonais, quando se referem
a produtos naturais, sdo de extrema relevancia para futu-
ras pesquisas.

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

Como foi possivel observar, existem diferentes estra-
tégias de resisténcia em diferentes cepas bacterianas,
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sendo inadmissivel na atual conjuntura definir um antimi-
crobiano para uso em qualquer infec¢do sem distinguir o
micro-organismo e sua resposta a cada antimicrobiano. As
plantas possuem um excelente potencial para essas pes-
quisas e provavelmente o futuro se voltara para seu uso em
diferentes formulagdes. O que faz necessario é que se es-
tabelecam com brevidade, os mecanismos de agéo de cada
extrato, observando suas variagdes sazonais e definindo
como eles afetam os micro-organismos.
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Abstract

Objective: Due to the current bacterial resistance to antimicrobials
and the need to search for new substances with this activity, mainly in
natural products, this work aimed to evaluate and compare the
antibacterial potential of Eugenia brasiliensis leaf extracts, still little
studied, obtained by seasonal collections. Methods: Leaf collections
were made quarterly at the Jardim Boténico do RJ (JBRJ) and ethanol
extracts prepared with dry leaf powder. Reference strains ATCC
(American Type Culture Collection) Gram positive from Staphylococcus
aureus were used: 25923 (Beta Lactamase -) and 29213 (Beta
Lactamase +), and two Gram negative strains, Escherichia coli (28.922)
and Pseudomonas aeruginosa (27.853). The technique of choice was
microdilution in a 96-well plate, as it allows the assessment of the
minimum inhibitory concentration (MIC) and subsequently the minimum
bactericidal concentration (CBM). Results: The best antibacterial activity
(1 mg/mL) was identified in the extracts obtained in the warmer months
(lower MICs for Gram positive bacteria). CBM was compatible with
MIC in most seasons/ bacterial strains, indicating possible bactericidal
activity of the extracts. Conclusion: The research demonstrated a
promising antibacterial activity for Gram positive and seasonal variation,
suggesting a good potential for the use of E.brasiliensis as an
antimicrobial. The results also indicate that in the future, other studies
should be carried out, such as the chemical prospecting of these
extracts.
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Antibacterial agents; plant extracts; Eugenia brasiliensis
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