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RESUMO:

Eugenia uniflora L. pertence a familia Myrtaceae, no qual é originaria da mata atlantica
brasileira, € popularmente conhecida como pitangueira sendo muito utilizada no combate
de diarréias, reumatismo, febres, distarbios gastrointestinais, na atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana e também atua na estratégia hipoglicemiante. Este estudo tem como
principal objetivo avaliar a prospeccao fitoquimica, antibacteriana e moduladora dos
extratos metandlico e hexanico das folhas de E. uniflora L. frente a cepas de bactérias
padrées e multirresistentes. Para a andalise da atividade antibacteriana dos extratos
metandlico e hexanico, foi realizado o teste de microdiluicdo em caldo para determinacdo
da concentracao inibitéria minima (CIM), e a modulacdo de aminoglicosideos por meio de
gentamicina e amicacina. Os resultados obtidos da CIM pelas bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, foram = 1024ug/mL para os dois extratos. Na modulagcéo, houve
antagonismo tanto para o extrato metandlico, quanto para o hexanico, frente as bactérias
multirresistentes SA 358 e EC 27. Desse modo é essencial realizar novos estudos sobre 0s
produtos naturais utilizados pela populacdo e suas acbes sobre os antimicrobianos
testados, pois podem apresentar os mesmos efeitos como este, em que, reduz o efeito do
antibiético e assim podendo dificultar o tratamento de diversas doencas.

Palavras-chave: Eugenia uniflora L. Produtos naturais. Resisténcia bacteriana.

ABSTRACT

Eugenia uniflora L. belongs to the Myrtaceae family, which originates from the Brazilian
Atlantic forest, is popularly known as pitangueira and is widely used in the fight against
diarrhea, rheumatism, fevers, gastrointestinal disorders, anti-inflammatory activity,
antimicrobial activity hypoglycaemic. This study has as main objective to evaluate the
phytochemical, antibacterial and modulatory prospection of the methanolic and hexane
extracts of E. uniflora L. leaves against strains of standard and multiresistant bacteria. For
the analysis of the antibacterial activity of the methanolic and hexanic extracts, the broth
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microdilution test was performed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC),
and the aminoglycoside modulation by means of gentamicin and amikacin. The results
obtained from the MIC by the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus were =
1024 ug / mL for the two extracts. In the modulation, there was antagonism for both
methanolic and hexanic extract against the multiresistant bacteria SA 358 and EC 27. Thus,
it is essential to carry out new studies on the natural products used by the population and their
actions on the tested antimicrobials, since they can present the same effects as this, in which,
it reduces the effect of the antibiotic and thus may make it difficult to treat various diseases.
Key words: Eugenia uniflora L. Natural products. Bacterial resistance.

1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem sido feito por varias gerac¢des ao longos do anos,
estas sendo utilizadas paras os mais variados tratamentos de muitos tipos de doencas,
tornando-se as principais fontes de terapias medicamentosas em enfermidades humanas
(CARVALHO, 2011). A maior vantagem do uso desses produtos naturais é a féacil
acessibilidade, sendo encontrados em muitos locais e baixo custo, deste modo utilizado em
todas as popula¢des em todo o mundo (MARINHO, SILVA e ANDRADE, 2010).

Os apelos pelo consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada
dia, isso porque no Brasil o consumo desses recursos é reduzido ou o conhecimento sobre
suas propriedades farmacoldgicas é baixo (JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Dentre as
plantas com propriedade medicinais destaca-se a Eugenia uniflora L. da familia Myrtaceae,
em que é originaria da mata atlantica Brasileira, possui grande potencial econémico de
explorac@o para a regido do Nordeste (BEZERRA et al., 2004), no qual é eficaz para o
tratamento de varias enfermidades (SOARES, 2011), sua acao se da através do consumo
de suas folhas e frutos (AURICCHIO, 2007), pois sdo nestes que ha fonte de nutrientes
presentes (BAGETTI et al., 2009).

Suas folhas tem importante acdo antidiarreica, antirreumatica e anti-inflamatéria
(ASSIS, 2012). Estando totalmente relacionada ao tratamento de diversos disturbios, como
0s gastrointestinais, atua na estratégia hipoglicemiante (BEZERRA et al., 2004), por inibir
as enzimas x- glicosidase, sucrase e maltase e tem atividade antimicrobiana por conter
muitos constituintes quimicos com esta acao nesta parte da planta (AURICCHIO, 2003).

Neste contexto, a bactéria Staphylococcus aureus que pode causar desde uma
simples infeccdo ou até mesmo infeccbes mais graves como sindrome do choque toxico,
meningite, pneumonia, endocardite, septicemia e outras (SANTOS et al., 2007). Ja as
cepas de Escherichia coli apresenta maior incidéncia principalmente em infec¢des urinarias

com potencialidade em causar doencgas, como meningite em neonatal, septicemia, 1TU
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(NASCIMENTO, 2013), e a mais comum, que é a diarreia do viajante, sendo esta uma
diarreia aquosa (SOUZA, 2002).

A principal causa do surgimento da resisténcia bacteriana é devido ao mau uso de
antimicrobianos (SOUZA, 2002; ZIMERMAN, 2010). Sendo de grande importancia
desenvolver novos antibiéticos em que as bactérias ndo sejam capazes de desenvolver
resisténcia, porém o mesmo tem a necessidade de ter novos mecanismos de acao para
gue essa resisténcia ndo permaneca, e para que esse desenvolvimento possa ocorrer
(ROCHA et al., 2011), tem como fator importante o estudo com produtos naturais, em que
deve ser realizado através da avaliacéo de testes a partir de plantas medicinais, no qual vai em
busca de seus beneficios em relacdo aos mecanismos de acdo (MENDONCA et al., 2016).

Portanto, este estudo visou determinar a avaliacdo da prospeccao fitoquimica,
antibacteriana e modulatoria dos extratos metandlico e hexanico da folha de Eugenia

uniflora L. frente a cepas de bactérias padrdes e multirresistentes.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal
Folhas da Eugenia uniflora L. coletadas no municipio de Brejo Santo, Ceara, Brasil.
O material vegetal foi identificado e uma exsicata da espécie foi depositada, com 0 n°

12.361, no Herbario Dardano Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA).

2.2 Preparacdo dos Extratos Metandlico e Hexanico

Para preparacéo e obtencéo dos extratos foram coletadas folhas que ainda frescas
passaram pelo processo de trituracéo, tendo assim o aumento da superficie de contato, em
seguida foram acondicionadas em recipientes individualizados contendo solvente (Metanol
P.A. ou Hexano P.A.) suficiente para submergir todo material vegetal por 72h, sendo ap6s
esse periodo, filtrado em papel filtro e concentrado em condensador rotativo a vacuo e
ultrathermal banho (BRASILEIRO et al., 2006).

2.3 Prospeccéo Fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados segundo a metodologia de Matos (1997),
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no qual foram submetidos com a fungéo de detectar os metabdlitos secundérios presentes
nos extratos. Para obter o resultado, foi observado a mudanca de cor e a formacéo do
precipitado, apos a adicdo de reagentes especificos como o NAOH (Hidréxido de sédio e
HCL (Acido Cloridrico) (FIRMO et al., 2014).

2.4 Preparo da solucéao inicial e das solucdes de teste.

No preparo da solucao inicial, o extrato foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO-
Merck, Darmstadt, Alemanha), foram observadas as seguintes propor¢cbes: 10 mg de
extrato solubilizados em 1mL de DMSO, para obter uma concentragao inicial de 10 mg/mL.
Em seguida, esta solucéo foi diluida em agua destilada atingindo concentracdo de extrato
de 1024 pg/mL e reduzindo a concentragao de DMSO para 10% e a partir desta, realizou-
se diluicbes seriadas 1:2, durante o teste microdiluicdo, obtendo-se as concentragdes de

extrato variando de 512 a 8 yg/mL e DMSO para 5% de concentragéo.

2.5 Meios de Cultura e Microrganismos

Foram utilizados nos ensaios biol6gicos os seguintes meios de cultura: Agar Heart
Infusion - HIA (Difco Laboratories ltda.), Brain Heart Infusion Broth — BHI (concentracéo
indicada pelo fabricante a 10%). Todos os meios de cultura foram preparados segundo as
especificacdes do fabricante e esterilizados em autoclave.

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da
Saude. Foram utilizadas linhagens padrdo de bactérias Escherichia coli ATCC 10536 e
8539; Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 6538 e multirresistentes da espécie
Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358.

2.6 Preparo e Padronizacao de In6culos Bacterianos

Culturas de bactérias foram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar (HIA). Antes dos
testes, as linhagens foram repassadas para o meio citado e incubadas a 35°C por 24 horas.
As linhagens repicadas que foram testadas foram inoculadas em Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas na mesma situacéo antes do teste. Suspensdes com crescimento bacteriano

passou pelo processo de diluicdo até a obtencao de 105 cels/mL (MENDONCA et al., 2016).
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2.7 Determinacao da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios para determinacdo da CIM dos extratos metandlico e hexanico foram
efetuados através do Método de Microdiluicdo em Caldo, com concentracdes variando de
512 a 8 ug/mL. As suspensdes bacterianas previamente padronizadas foram diluidas na
proporcao 1:10 em Caldo BHI 10% para obtenc&o da concentracao final de 105céls/mL(19).
Este método utiliza pequenos volumes de meio e de solugbes preparadas a partir dos
extratos, distribuidos em cavidades de microplacas estéreis. As solugcfes de testes foram
preparadas em concentracdo dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentragao inicial
definida e volumes de 100 pL, posteriormente, foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo
BHI 10%. Em cada cavidade com 100 pyL do meio de cultura contera amostra de suspensao
bacteriana diluida na proporcao 1:10. Controles negativos com o meio de cultura, controles
positivos (meio + inoculo) e controles de inibicdo utilizando antimicrobianos em
concentracao de 512 a 8 pg/mL foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas ficaram
incubadas a 35°C por 24 horas (NCCLS, 2000).

Para evidenciar a CIM das solucdes frente as linhagens bacterianas, foi preparada
uma solucédo indicadora de Resazurina sédica (Sigma) em agua destilada estéril na
concentracdo de 0,01% (p/v). Apdés a incubacdo, 20uL da solucdo indicadora foram
adicionados em cada cavidade e as placas foram passadas por um periodo de incubacao
de 20 minutos em temperatura ambiente, realizado em triplicata. A mudanca de coloracao
azul para rosa devido a reducdo da Resazurina indica o0 crescimento bacteriano
(JAVADPOUR et al., 1996; NCCLS, 2000), auxiliando a visualizacdo da CIM, definida como
a menor concentracéo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul

inalterada.

2.8 Avaliacdo moduladora de aminoglicosidios

Para avaliar os extratos como moduladores da acdo antibiética e verificar sua
atuacao em sistemas de efluxo ativo, a CIM de antibiéticos da classe dos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina) foram avaliados na presenca e na auséncia dos extratos em
microplacas estéreis, descrita em Sato et al. (2004) e Matias et al. (2010). Todos os
antibidticos testados foram obtidos junto a Sigma.

Os extratos foram misturados em caldo BHI 10% em concentracdes subinibitdrias,

obtidas e determinadas ap0s a realizacdo do teste de avaliacdo da CIM. A preparacao das
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solucdes de antibidticos realizar-se com a adi¢cao de agua destilada estéril em concentracéo
dobrada (5000 pg/mL) em relacdo a concentracédo inicial definida e volumes de 100 pL
diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Cada cavidade com 100 puL do meio de
cultura conteve a suspenséao bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na
avaliacdo da CIM para os extratos foram utilizados (TINTINO et al.,, 2015). As placas
preenchidas no sentido alfabético foram realizadas em triplicata e incubadas a 35°C por 24
horas e a leitura evidencia-se pelo uso de Resazurina sddica como citado anteriormente
(PALOMINO et al., 2002).

2.9 Andlise Estatistica

Os resultados dos ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média
geométrica. A analise estatistica foi aplicada a analise de variancia de duas vias seguida

pelo teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média
geométrica. A analise estatistica foi aplicada a andlise de variancia de duas vias seguida

pelo teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0.

Tabela 1. Concentracgdo inibitéria minima (CIM) (ug/mL) dos extratos metandlico e hexanico
de Eugenia uniflora L.

Extratos EC 27 EC- ATCC SA 358 SA-ATCC
EMEU 21024 21024 21024 21024
EHEU 21024 21024 21024 21024

EMEU - Extrato metandlico de Eugenia uniflora L.; EHEU — Extrato hexanico de Eugenia
uniflora L.; EC — Escherichia coli; SA — Staphylococcus aureus
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Gréfico 1. Concentracéo inibitoria minima (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e

presenca do EHEU frente a Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358.
O extrato hexanico mostrou um resultado antagonista para a amicacina e

gentamicina, assim, ndo apresentou positivamente modulacéo para as cepas de bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Grafico 2).
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Gréfico 2. Concentracado inibitéria minima (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e

presenca do EMEU frente a Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358.
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TABELA 2. Prospeccao fitoquimica dos extratos metandlico e hexanico de Eugenia uniflora L.

EXTRATO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

EMEU - + - = + + o - - - - - _

EHEU S e T

1-Fendis; 2-Taninos Pirogalicos; 3-Antacioninas; 4-Antacianidinas; 5-Flavonas; 6-Flavondis; 7-Xantonas; 8-
Chalconas; 9-Auronas; 10-leucoantocianidinas; 11-Catequinas; 12-Flavonas; 13- Alcaldide; (+) Presenca; (-)

Auséncia. EHEU- Extrato Hexanico de Eugenia uniflora L.; EMEU- Extrato Metandlico de Eugenia uniflora L

De acordo com a tabela 2, foi observado nos extratos metandlico e hexanico a
presenca de compostos isolados de interesse medicinal. No qual, em um estudo foi relatado
que a presenca de flavondides e taninos sdo bem conhecidas por apresentarem
propriedades como supressores de radicais peroxila, no qual devem contribuir para a
atividade antioxidante observada. Os taninos sao classificados como estruturas polares,
gue apresentam um alto peso molecular, no qual, tem sua absor¢éo pelo trato digestivo
provavelmente dificultada (NOBREGA, 2015).

Esses compostos estdo associados na acdo de processos anti-inflamatérios, como
os flavonoides que ja foi relatado em outros estudos (TINTINO et al., 2015). As flavonas
além da acdo em processos anti-inflamatérios, tem funcédo antioxidante e antibacteriana
(COUTINHO, MUZITANO e COSTA, 2009). Esses compostos secundarios também
auxiliam na acao dos antibiéticos (SANTANA et al., 2016).

ApOs a realizacdo dos testes com os extratos metandlico e hexanico, foram obtidos
resultados de < 1024ug/mL sobre a Concentragao inibitéria minima (CIM), assim, indicando
gue ndo apresentou atividade antibacteriana significante, portanto, esses extratos nao sao
capazes de inibir o crescimento bacteriano das cepas de bactérias testadas, sendo um fato
também relatado pelo extrato de Eugenia uniflora L. frente a atividade antibacteriana de
Escherichia coli em estudos anteriores (NOBREGA et al., 2016) e Castro et al. (2010) sobre
Citrus limon L. e Sicana odorifera L.

Porém, outros estudos realizados expressaram sinergismo sobre os produtos
naturais a atividade antibacteriana, em que foi possivel reduzir a CIM das bactérias
testadas, como o estudo realizado com as folhas de Kalanchoe pinnata (SANTANA et al.,
2016), e também no teste da avaliacdo antibacteriana de Baccharis Trimera (Less.)

(CARVALHO et al., 2013). Essa associacdo acontece pela inibicdo da bomba de efluxo,
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pois cada bomba tem afinidade por um substrato antimicrobiano, em que reverte a
resisténcia bacteriana (NEVES, MAMIZUKA e LEVY, 2011) e as bactérias utilizam essas
bombas em forma de auxilio na sua sobrevivéncia (LOPES, 2009).

Os extratos de Eugenia uniflora L. ndo foram eficazes na modulacao da atividade
de bactérias multirresistentes, no qual se teve diminuicdo da concentracdo dos antibidticos,
gue portanto, resultou um antagonismo sobre a inibicdo do crescimento, como também foi
constatado nos testes de Schinus terebinthifolius raddi, Hymenaea courbail L., Beta vulgaris
spp (SILVA, 2014; SALES et al.,, 2015; CRUZ et al., 2016). Consequentemente, 0s
compostos quelantes presentes nos antimicrobianos como também nos extratos de

produtos medicinais, pode trazer diminuigdo no efeito de ambos®?b.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que ao fazerem o uso de Eugenia uniflora L. juntamente com
antibidticos testados, pode ter diminuicdo do efeito do mesmo, isto como foi apresentado
na avaliacdo in vitro, assim, tornando o tratamento mais dificil. Desta forma torna- se
importante o conhecimento da combinacdo de antibiéticos com produtos naturais, pois
outros podem apresentar os mesmos efeitos que este, sabendo que nem todos podem
trazer beneficios, desmistificado a tedrica de que o que € natural ndo faz mal. Portanto, este

estudo serve de referéncia para outros estudos.
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