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RESUMO

7z

A resisténcia dos microrganismos aos farmacos é um dos maiores desafios da
saude publica enfrentados na contemporaneidade. A maioria desses
microrganismos patogénicos sd0 0s principais responsaveis pelas infeccdes em
humanos. Tendo em vista 0o aumento do desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pelos microrganismos aos farmacos atuais, € explicita a necessidade de
novos agentes com potencial antimicrobiano; surgindo os 6leos essenciais, a partir
das plantas medicinais. A espécie Eugenia uniflora L., conhecida como pitangueira,
€ uma frutifera pertencente a familia Myrtaceae. As folhas dessa espécie sdo
fortemente utilizadas na medicina popular na forma de infusdo e chéas. Estudos
apontam que E. uniflora tem potencial antibacteriano, antioxidante e diurético. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano e antifingico do
Oleo essencial de E. uniflora frente a Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Candida albicans, microrganismos patogénicos. Apés a
coleta e identificacdo do material vegetal, o 6leo essencial das folhas de E. uniflora
foi obtido através do método de hidrodestilacdo. A Concentracao Inibitoria Média foi
determinada pela técnica de microdiluicdo. A cada um dos 6 pocos de uma das
linhas da placa foi inicialmente adicionado 100 puL de meio de cultura, seguido de
100 pL do produto natural na concentracao de 2.000 pg/mL. O ultimo poco da placa
foi utilizado como controle de crescimento. Ainda foram utilizados os farmacos
Cetoconazol® para fungos, e Eritromicina® para bactérias como controles positivos.
Todos o0s testes e controles foram realizados em triplicata para cada
microrganismo. A leitura da absorbancia dos pocos foi executada em aparelho de
espectrofotometria de ELISA (Termoplate®). Observou-se que 0 0Oleo essencial de
E. uniflora apresentou acdo sobre todos os microrganismos, com dosagens
relativamente baixas sobre as bactérias, destacando-se sua atividade perante C.
albicans. Todas as cepas testadas mostraram inibicdo de acordo com sua curva de
crescimento, no entanto, para as bactérias, o resultado se mostrou melhor para o
antibiotico. Para o fungo, o 6leo essencial de E. uniflora promoveu maior acentuacao
da curva de crescimento em relacdo ao antifingico padrdao. Dessa forma, observou-
se que o Oleo essencial de E. uniflora apresenta potencial antibacteriano e
antifingico, podendo ser um produto promissor no combate a resisténcia

microbiana.



Palavras-chave: antimicrobianos; microrganismos patogénicos; plantas medicinais;

myrtaceae; pitangueira



ABSTRACT

The resistance of microorganisms to drugs is one of the greatest public health
challenges faced in contemporary times. Most of these pathogenic microorganisms
are primarily responsible for infections in humans. In view of the increased
development of resistance mechanisms by microorganisms to current drugs, the
need for new agents with antimicrobial potential is explicit; emerging essential oils
from medicinal plants. The species Eugenia uniflora L., known as pitangueira, is a
fruit belonging to the Myrtaceae family. The leaves of this species are heavily used in
folk medicine in the form of infusions and teas. Studies indicate that E. uniflora has
antibacterial, antioxidant and diuretic potential. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the antibacterial and antifungal potential of the essential oil of E.
uniflora against Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus and Candida albicans, pathogenic microorganisms. After collecting and
identifying the plant material, the essential oil from the leaves of E. uniflora was
obtained through the hydrodistillation method. The Mean Inhibitory Concentration
was determined by the microdilution technique. To each of the 6 wells of one of the
lines of the plate, 100 uL of culture medium was initially added, followed by 100 pL of
the natural product at a concentration of 2,000 ug/mL. The last well of the plate was
used as a growth control. The drugs Ketoconazole® for fungi and Erythromycin® for
bacteria were also used as positive controls. All tests and controls were performed in
triplicate for each microorganism. Reading the absorbance of the wells was
performed in an ELISA spectrophotometry device (Termoplate®). It was observed
that the essential oil of E. uniflora acted on all microorganisms, with relatively low
dosages on bacteria, highlighting its activity against C. albicans. All strains tested
showed inhibition according to their growth curve, however, for bacteria, the result
was better for the antibiotic. For the fungus, the essential oil of E. uniflora promoted a
greater accentuation of the growth curve in relation to the standard antifungal. Thus,
it was observed that the essential oil of E. uniflora has antibacterial and antifungal

potential, and may be a promising product to combat microbial resistance.

Keywords: antimicrobials; pathogenic microorganisms; medicinal plants; myrtaceae;

pitangueira.
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1 INTRODUCAO

Os antimicrobianos séo largamente pesquisados tanto na area vegetal quanto
animal, com o objetivo de propor alternativas menos agressivas ao homem e ao
ambiente, assim como substituir os farmacos quando se tornam inativos (BORGES
et al., 2017). A inatividade dessa classe de medicamentos se deve, muitas vezes, ao
desenvolvimento de mecanismos de defesa dos microrganismos, fazendo com que
agentes antimicrobianos vendidos em larga escala se tornem obsoletos
(SALDANHA; SOUZA; RIBEIRO, 2018).

As bactérias sdo um grupo de organismos unicelulares, de tamanho
microscopico, que tem sido citado na literatura por desenvolver mecanismos de
resisténcia a antibioticos. Por apresentar diversas espécies de importancia clinica, a
resisténcia bacteriana tem se tornado um problema de saude publica (LEITE et al.,
2019). Sendo assim, a comunidade cientifica vem procurando novas substancias
capazes de serem empregadas no combate a bactérias resistentes, além de outros
microrganismos, como os fungos (SOUZA et al., 2016; PINHO et al., 2012).

Entre as infec¢cdes hospitalares, a pneumonia representa a segunda mais
comum e a primeira em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI). (CARVALHO, 2006). No ambiente hospitalar as infeccbes que ocorrem nas
UTI tem destaque, dessa forma esses setores sdo considerados epicentros de
resisténcia microbiana. Essas infeccbes promovem aumento do tempo de
internagdo, custos mais elevados e mortalidade (CANZI; COLACITE, 2016;
TEIXEIRA et al., 2004). Uma consideravel parcela dos patdogenos associados a
infeccbes nosocomiais fazem parte do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter species). Essas bactérias apresentam
resisténcia a multiplos antibidticos, limitando as alternativas terapéuticas, colocando
em alto risco a vida dos pacientes infectados (CRUZ et al., 2022; BATHIA et al.,
2021; NISHIYAMA et al., 2021; RICE 2010).

O potencial terapéutico das plantas medicinais, a partir da utilizacdo dos
extratos ou dos Oleos essenciais (OE) para o tratamento de doencas, esta
crescendo gracas ao desenvolvimento de ensaios farmacoldgicos e aumento do

interesse pela pesquisa de novos medicamentos com acao antimicrobiana (LEITE,



16

2009). Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para
diversas aplicagbes na medicina popular (NASCIMENTO et al., 2007).

Os OE séao extraidos de plantas através da técnica hidrodestilacéo, na grande
maioria das vezes. S840 compostos principalmente de mono e sesquiterpenos e de
fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas.
Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para sua producéo.
Possuem grande aplicacdo na perfumaria, cosmética, alimentos e como
coadjuvantes em medicamentos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

A familia Myrtaceae compreende mais de 100 géneros e 3.500 espécies de
arvores e arbustos que se distribuem por todos os continentes, exceto da Antartica,
mas com boa predominancia nas regifes tropicais e subtropicais do mundo.
Representada por aproximadamente 1.000 espécies no Brasil, Myrtaceae é uma das
familias mais importantes no pais com destaque para o0 género Eugenia. As
mirtaceas brasileiras geralmente ndo produzem madeiras valiosas, restringindo-se
ao fornecimento de lenha. Por outro lado, h4 numerosas espécies frutiferas,
algumas exploradas comercialmente (a jabuticabeira, Myrciaria cauliflora e a
pitangueira, Eugenia uniflora). Essas espécies representam apenas uma pequena
fracdo do grande potencial econdmico da familia, tendo em vista o grande namero
de frutos comestiveis produzidos (GRESSLER; PIZO; MORELLATO 2006).

A pitangueira (Eugenia unifloraL.) é uma frutifera nativa da regido que se
estende desde o Brasil Central até o norte da Argentina. O seu cultivo no estado de
Pernambuco vem crescendo em razao da utilizacdo do fruto para o preparo de polpa
e suco, como também para a fabricacdo de sorvetes, refrescos, geléias, licores e
vinhos. Essa espécie € constantemente usada com finalidade terapéutica
(BEZERRA et al.,, 2004). Folhas e frutos de E. unifloratém sido amplamente
utilizados na forma de infusGes para obter efeitos excitantes, antifebril, antidiarréico,
anti-hipertensivo e anti-reumético (MOURA et al., 2018). Além da sua atividade
antimicrobiana (SOBEH et al. 2016), apresenta inumeras atividades bioldgicas,
como: antioxidante, hipotensora, anti-hipertensiva e diurética (SOUZA et al., 2014).

Como se sabe, os OE das plantas medicinais sado ricos em importantes
atividades biologicas, assim como E. uniflora apresenta um interessante potencial
terapéutico. Os impactos da resisténcia dos microrganismos aos farmacos séo
incontestaveis e repercutem negativamente na saude dos individuos. Sendo assim,

esse estudo teve como objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana e antifungica
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do oOleo essencial de Eugenia uniflora frente a Enterococcus faecalis, Klebsiella

pneumoniae, Staphylococcus aureus e Candida albicans.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica do 6leo essencial de Eugenia
uniflora L. frente a Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

aureus e Candida albicans.

2.2 ESPECIFICOS

» Coletar folhas de Eugenia uniflora e extrair o seu 6leo essencial;

» Replicar os microrganismos apés recebimento das espécies;

» Armazenar 0s microrganismos ap0s acrescenta-los aos seus meios de
cultura.

» Solubilizar e esterilizar os meios liquidos;

» Realizar a microdiluicdo seriada dos meios de cultura e do 6leo essencial de
Eugenia uniflora;

» Incubar os microrganismos apos o teste de microdiluicao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS E OLEO ESSENCIAL

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das praticas mais antigas da humanidade. No inicio
da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que em
média 70% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados béasicos de saude
(RODRIGUES, et al.,, 2011; JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Existem muitos
registros histéricos sobre a utilizacdo das plantas para tratamento de doencas desde
4.000 a.C. O primeiro registro médico depositado no Museu da Pensilvania é datado
de 2.100 a.C. e inclui uma colecéo de férmulas de trinta diferentes drogas de origem
vegetal, animal ou mineral (DUARTE, 2006).

No Brasil, o uso das plantas medicinais estd diretamente ligada a cultura
indigena, mas a influéncia europeia € incontestavel, visto a alta quantidade de
plantas introduzidas em nossas hortas e amplamente utilizadas ndo somente como
medicamento, mas também como ervas aromaticas. Varias espécies de plantas
foram trazidas da Africa pelos negros e, além de serem usadas como medicinais,
fazem parte dos ritos afro-brasileiros e, para grande parte da populagdo, tém
poderes sobrenaturais (GRANDI et al., 1989).

Muitas sociedades descreveram a utilizacdo de plantas como forma de
medicamento em seus registros e manuscritos, no entanto, muitos séculos se
passaram até que o verdadeiro poder das plantas fosse reconhecido. As maiores
descobertas dos principios ativos das plantas s6 foram possiveis apds 0s avancos
tecnolégicos para o isolamento e elucidacdo estrutural dos seus metabdlitos
(DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

E importante ressaltar que nos ultimos anos, o Ministério da Satde do Brasil,
busca estimular a insercado das praticas complementares de cuidado no sistema de
saude. Destaca-se a implementacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos (PNPMF), e a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), ambas no ano de 2006, e que visam estimular 0 acesso
as praticas complementares e as plantas medicinais, para o cuidado em saude, de

forma eficaz e segura (PIRIZ et al., 2014).



20

Na América Latina, em especial nas regifes tropicais, existem inumeras
espécies de plantas medicinais de uso local, com possibilidade de geracdo de uma
relacdo custo-beneficio bem menor para a populacdo, promovendo salude a partir de
plantas produzidas localmente. No Brasil existem diversidades e peculiaridades
sobre as plantas medicinais, com concepcoes, opinides, valores, conhecimentos,
praticas e técnicas diferentes de uso. Algumas caracteristicas desejaveis das
plantas medicinais sdo sua eficacia, baixo risco de uso, assim como
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (ARNOUS; SANTOS; BEINNER,
2005).

Durante o periodo da Renascenga, quando o termo “dleo essencial’ foi
introduzido, este designava “a alma da planta”, a quintesséncia para a cura.
Anteriormente a este periodo, Roma apds invadir territrios, como o Egito,
disseminou o uso de plantas aromaticas em banhos, sendo que o0s romanos
chegaram a ter mais de 1000 casas de banho por volta de 753 a.C. As plantas
aromaticas, bem como os respectivos OE, séo utilizados desde o inicio da historia
da humanidade, contribuindo para a comunicacdo entre os individuos e
influenciando o bem-estar dos seres humanos e animais, demonstrando assim uma
antiga tradicdo sociocultural e socioecondmica da utilizagdo destes produtos
(MACHADO; JUNIOR, 2011). A literatura aponta que durante os séculos XVI e XVII,
mais de 100 OE eram utilizados em doencas especificas gracas ao conhecimento da
ancestralidade que eram enriguecidas pelas descobertas da medicina tradicional
(ECHEVERRIA et al., 2022).

Nesse contexto, os OE sdo substancias ndo gordurosas, volateis, produzidas
a partir do metabolismo secundario das plantas, com elementos contidos em muitos
orgdos vegetais. Sao classificados segundo a sua estrutura molecular em
monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, fendis, éteres e 6xidos,
peréxidos, furanos, lactonas e acidos, e, por sua atividade bioquimica, em grupos
funcionais (LIMA et al., 2006; NASCIMENTO; PRADE, 2020; SILVEIRA et al., 2012).
Quimicamente falando, OE séo 6leos naturais, com odor proprio, secretado pelas
glandulas de plantas aromaticas, obtido por processo fisico e estrutura quimica
formada por carbono, hidrogénio e oxigénio, dando origem a complexa mistura de
substancias, que podem chegar a varias centenas delas, havendo predominancia de
uma a trés substancias que caracterizam a espécie vegetal em questdo
(TRANCOSO et al., 2013).
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No ano de 2009, de acordo com a base de dados americana COMTRADE
(United Nations Commodity Trade Statistics Database), os maiores consumidores de
OE no mundo séo os EUA (40%), a Unido Européia - UE (30%), sendo a Franca o
pais lider em importacdes e o Japdo (7%), ao lado do Reino Unido, Alemanha,
Suica, Irlanda, China, Cingapura e Espanha. O mercado mundial de OE gira em
torno de US$ 15 milhdes/ano, apresentando crescimento aproximado de 11% por
ano (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Uma série de processos tém sido investigados para a obtencdo do OE das
plantas medicinais (WATANABE et al., 2006). A obtencéo destes compostos volateis
pode ser realizada por diversos procedimentos, tais como: hidrodestilagcéo, arraste
com vapor d’agua, extracdo a frio e a quente com solvente, enfleuragem, CO2
supercritico e outros. Entretanto, os métodos de hidrodestilacao e arraste com vapor
de agua sao os mais utilizados. Apesar de apresentarem semelhancas entre si, a
composicdo quimica do 6leo obtido por estes processos podem ser acentuadamente
diferentes, uma vez que a hidrodestilacdo constitui-se em um método em que o
material vegetal fica em contato direto com a agua em ebulicdo, onde os
constituintes volateis sao arrastados pelo vapor de 4gua e em seguida, condensados
em sistema de refrigeracao (SILVA et al., 2014).

Estudos realizados com OE de diversas plantas medicinais apontam varias
atividades biologicas destes compostos, entre elas antifungica (MAIA; DONATO,;
FRAGA, 2015; LIMA et al., 2006); antioxidante (SCHERER et al., 2009; MORAIS et
al., 2006); antimicrobiana (HILLEN et al., 2012; VALERIANO et al., 2012; SANTURIO
et al., 2007); larvicida (FURTADO et al., 2005).

3.2 FAMILIA MYRTACEAE

Myrtaceae tem seu nome derivado do grego Myrtus, em razdo das suas
folhas aromaticas. E uma das familias mais ricas dos neotrépicos, e mais citadas em
estudos floristicos e fitossociol6gicos da Mata Atlantica. Contudo, seus espécimes
podem néo ser identificados a nivel de espécie em decorréncia da sua diversidade e
complexidade taxon6mica (BIZARRO; MILLER; BLUM, 2021).

Myrtaceae é uma das familias de plantas mais importantes em numerosas
formacOes vegetais no Brasil. Suas flores sdo hermafroditas, de cor clara com
diversos estames, e os frutos carnosos (GRESSLER; P1ZO; MORELLATO, 2006).
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Espécies da familia Myrtaceae encontram-se distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, sendo organizadas em suas subfamilias: Myrtoidea, encontrada
principalmente na América tropical, e Leptospermoideae, que ocorre, principalmente,
na Australia, Malasia e Polinésia (VIEIRA et al., 2004).

Essa familia compreende aproximadamente 5.600 espécies e 132 géneros.
No Brasil sdo conhecidas 1.034 espécies e 23 géneros (LIMA; GOLDENBERG;
SOBRAL, 2011), das quais 297 espécies e 17 géneros tém ocorréncia no estado de
S&o Paulo (SILVA; MAZINE, 2016). E reconhecida como a oitava maior familia de
plantas com flores, englobando diversos géneros de grande relevancia ecoldgica e
econOmica em todo o mundo (GRATTAPAGLIA, et al., 2012). Devido a sua ampla
diversidade de habitos, inclui espécies herbaceas, arbustivas e frequentemente
arboreas (CRUZ; KAPLAN, 2012).

Muitos frutos das mirtaceas sdo agradaveis visualmente e ao paladar, se
destacando principalmente por seu potencial medicinal. A pitanga, por exemplo, €
utilizada ha muito tempo na medicina popular para diferentes fins. Seus frutos,
incluindo suas sementes, sdo ricos em célcio, fosforo, antocianina, flavonoides,
carotenoides e vitamina C, que indicam sua alta propriedade antioxidante. O
consumo elevado de frutos e outros vegetais com potencial antioxidante pode estar
associado a uma incidéncia reduzida de certos tipos de céanceres e a efeitos
benéficos em doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade (AMORIM; SILVA;
BARBEDO, 2020).

O género Eugenia encontra-se bem representado nas muitas formacdes de
vegetacao do Brasil, ndo apenas quanto a riqgueza especifica, mas também quanto a
abundéancia e frequéncia de suas espécies. Muitas dessas espécies sdo ricas em
Oleos essenciais e taninos, e sdo constantemente utilizadas na medicina popular
(ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). Esse género figura entre 0os mais importantes na
familia Myrtaceae, pelo valor comercial de suas espécies, seu poder nutritivo e
potencial de aproveitamento na obtencdo de farmacos (SILVA; BILIA; BARBEDO,
2005). Alguns estudos demonstraram o potencial terapéutico de espécies do género
Eugenia, destacando-se: efeito hipoglicemiante, antioxidante e protetor contra a

hipertrofia renal causada pelo diabetes mellitus (BENFATTI, et al., 2010).
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3.3 EUGENIA UNIFLORA

O Brasil € o maior produtor de frutos de E. uniflora (figura 1), conhecida
popularmente como “cereja do Brasil” ou “pitangueira”. Além da sua vasta
distribuicdo em seus locais de origem, a E. uniflora tem sido amplamente cultivada
em outros paises da Ameérica do Sul (Argentina, Bolivia e Paraguai), América Central
(Panamad, México e Honduras), e Africa (Madagascar e Africa do Sul), devido & sua
boa adaptacdo a todas as condicbes climaticas (GRIEBELER, et al.,, 2022;
CIPRIANO; MAIA; DESCHAMPS, 2021).

Figura 01: Eugenia uniflora

Fonte: Ministério da Saude, 2015

No Brasil, essa espécie é bastante popular (PEREIRA; MONTEIRO;
SIQUEIRA 2020). Em 2012, o cultivo da pitangueira era realizado principalmente nos
estados de Pernambuco e Rio Grande do Sul, com perspectivas de avango para 0s
anos seguintes, em razdo do sabor excéntrico dos seus frutos e sua riqgueza em
calcio, fosforo, antocianinas, flavonoides, carotenoides e vitamina C. As frutas sdo
utilizadas para o consumo in natura ou para o preparo de doces, geleias, sorvetes,
sucos e infusdes (BIERHALS, et al., 2012).

A pitangueira apresenta cerca de 6-12m de altura, podendo ser utilizada no
paisagismo ou até mesmo cultivada em pomares domésticos. A madeira é
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empregada na confeccdo de cabos de ferramentas e outros instrumentos de uso
agricola. Floresce entre agosto e novembro, produzindo de 2,5 a 3,5 kg de frutos por
ano (SCALON et al., 2001; PELACANI, et al., 2000). Seus frutos sdo estimados pela
fauna e pelos seres humanos, em razdo do seu sabor agradavel e refrescante
(AVILA, et al., 2009). As folhas de E. uniflora apresentam epiderme glabra,
estbmatos paracitico na epiderme abaxial, correspondendo ao padrdo de toda
espécie da familia Myrtaceae (ALVES; TRESMONDI; LONGUI, 2008).

A E. uniflora é constantemente utilizada para fins terapéuticos, pela industria
de cosméticos e em areas de restauracdo florestal, sendo ecologicamente
importante como espécie colonizadora em &reas perturbadas, bem como alimento
para a fauna local (MOURA et al., 2018). Suas folhas e frutos tém sido
frequentemente usados dentro da medicina popular brasileira, na forma de infusdes,
para obter efeitos excitantes, antimalaricos, anti-hipertensivos e anti-reumaticos.
Além disso acredita-se que o ché da folha ou extrato alcéolico atua no combate a
diarreia, inflamacéo, bronquite, tosse, febre e ansiedade (CASTRO et al.,, 2019;
MOURA et al., 2018; KUHN et al., 2015; COSTA et al., 2009).

Véarios estudos observaram nas folhas de E. unifloraa presenca de
fitoconstituintes, como, antraquinonas, esteroides, triterpenos, heterosideos
flavonoides, heterosideos saponinicos e taninos, sesquiterpenos, compostos
fendlicos, antocianinas, flavondides e carotenoides (MOURA et al., 2018), além dos
Oleos essenciais (MARIANI et al., 2016), sugerindo um importante potencial
fitoterdpico a ser investigado.

Do género Eugenia, a E. uniflora, é a espécie mais estudada, em decorréncia
das investigacbes sobre a base farmacoldgica do uso popular dessa planta
(QUEIROZ et al., 2015). Levando em consideracéo o alto potencial terapéutico de E.
uniflora, estudos fitoquimicos séo relevantes (FERREIRA et al., 2022). Dentre as
suas atividades bioldgicas, sabe-se que essa espécie apresenta a¢cao antimicrobiana
(DALMAGRO et al., 2022; TOLEDO et al., 2021), antioxidante (TOLEDO et al., 2021,
VICTORIA et al., 2012), e antifungica (FERREIRA et al., 2021).

Devido as varias atividades biolégicas que a espécie apresenta, a E. uniflora
esta incluida na lista de plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de Salde
(SUS) do Brasil, com o objetivo de orientar pesquisas e estudos que possam
subsidiar a elaboracéo da relagéo de fitoterapicos disponiveis para uso populacional,

com eficacia e seguranca (SOUZA et al., 2022).
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3.4 RESISTENCIA MICROBIANA

Sabe-se que as infeccdes hospitalares € um problema de saude publica, pois
na vigéncia de tratamento ineficaz e improprio sdo geradas recidivas ou pode
ocorrer até a morte do paciente. Consequentemente, essa situacdo implica no
aumento dos custos da terapia medicamentosa e do tempo de internacdo, bem
como do trabalho dos profissionais da salde, gerando mais demora no atendimento
de outros pacientes (MEYER; PICOLI, 2011).

Os antibidticos sdo uma classe de farmacos naturais ou sintéticos capazes de
promover a inibicdo do crescimento ou causar a morte de bactérias. Sao
classificados como bactericidas, quando eliminam a bactéria, ou bacteriostaticos,
quando retardam o crescimento microbiano (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). O primeiro antibiético descoberto foi a penicilina em 1928 por Alexander
Fleming, acidentalmente, sendo utilizado de maneira clinica somente a partir de
1940, principalmente em pacientes na segunda guerra mundial, causando uma
revolucdo no tratamento de inUmeras doencas em humanos e animais. Apos esse
periodo, novos antibiéticos foram descobertos, como estreptomicina, tetraciclinas,
cloranfenicol e neomicina (SCALDAFERRI et al., 2020; CALIXTO; CAVALHEIRO,
2012; FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008).

A resisténcia aos antibidticos € observada desde o inicio da era dos
antibioticos, e se desenvolve como uma natural consequéncia da habilidade da
populacdo microbiana de se adaptar. O uso indiscriminado de antibiéticos aumenta a
pressao seletiva e, também, a oportunidade do microrganismo ser exposto aos
mesmos. Aquela oportunidade facilita a aquisicdo de mecanismos de resisténcia
(SANTOS 2004). O desenvolvimento da resisténcia microbiana ocorre quando a
bactéria expressa genes que possibilitam a mediacdo no mecanismo de acdo do
antibiotico por transmutacédo espontanea de acido desoxirribonucleico (DNA) ou por
modificacdo e transmisséo de plasmideos (TEIXEIRA et al., 2019).

Para Bejarano, Perez, Mora (2018) esta situacao dificulta o tratamento de
doencas ndo apenas em humanos, mas também em plantas e animais, tornando
necessario descobrir novos agentes antimicrobianos e entender os genes que
causam essa resisténcia, além das suas origens.

A resisténcia microbiana, nas ultimas décadas, tem crescido de modo que foi

reconhecida como uma ameaca mais urgente que a saude global e desenvolvimento
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econdmico. Em ambientes com alta taxa de prescricdo de antimicrobianos, como
enfermarias médicas e unidades de terapia intensiva, infec¢des por bactérias de
dificil tratamento sdo cada vez mais associadas a mortalidade elevada e a custos
hospitalares elevados (VALENCA et al., 2022). Dessa forma a resisténcia
microbiana € caracterizada como uma das principais ameacas a saude, repercutindo
negativamente nas atividades econdmicas, alimentares, turisticas e nos fluxos
migratorios, necessitando de consulta e vigilancia com maior ou menor apoio de
cada pais (CEREZO et al., 2020). Em Cuba, por exemplo, existe uma Politica
Antimicrobiana, um Comité Farmacoterapéutico e especificamente um Comité de
Antibiéticos em cada unidade de atendimento (VALDES 2017).

3.4.1 Staphylococcus aureus

O S. aureus (figura 02) foi descoberto na década de 1880. Trata-se de uma
bactéria Gram-positiva potencialmente patogénica, causadora de muitas infeccbes
(TRINSTAN et al., 2007; ASPERGER et al., 1994) . No inicio da década de 1940,
antes da introducdo da penicilina para o tratamento de infec¢des por S. aureus, a
taxa de mortalidade de individuos com infeccdo era de cerca de 80%. Em 1942, 2
anos apos a introducao da penicilina para uso médico, o primeiro isolado dessa
bactéria resistente a penicilina foi observado em um hospital. Posteriormente,
cepas de S. aureus resistentes a penicilina também foram observadas na
comunidade. Desde 1960, cerca de 80% de todas as cepas de S. aureus séo
resistentes a penicilina (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008).

Figura 02: Staphylococcus aureus

Fonte: Revista Galileu, 2021
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Estruturalmente, os Staphylococcus sdo cocos com aproximadamente 0,5 a
1,5 pm de diametro, imoveis, ndo-esporulados e geralmente ndo-encapsulados.
Essa bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente devido a sua divisdo celular,
gue ocorre em trés planos perpendiculares. O género Staphylococcus pertence a
familia Micrococcae. Atualmente, esse género possui 33 espécies, sendo que 17
delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. Geralmente, esse
género faz parte da microbiota da pele humana normal e de outros sitios
anatémicos. A espécie de maior interesse meédico, principalmente em ambiente
hospitalar, € 0 S. aureus (SANTOS et al., 2007; LOWY, 1998).

Nas décadas de 50 e 70, epidemias por S. aureus resistentes a penicilina e
linhagens multirresistentes chamaram a atencdo para o problema da resisténcia
adquirida aos antimicrobianos. Atualmente, este microrganismo resistente a
meticilina, € o maior patdgeno nosocomial em infec¢bes hospitalares, tornando a
multiresisténcia, um grande problema de saude publica (OLIVEIRA et al., 2022;
SILVA et al., 2007). Essa bactéria Gram-positiva tem demonstrado um grande poder
de adaptacéo a todos os agentes antimicrobianos, adquirindo resisténcia a todos 0s
antibiéticos disponiveis para tratamento de enfermidades que ela ocasiona. Existem
pelo menos trés mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos em S.
aureus: resisténcia mediada por enzimas (penicilinasas o [(-lactamasas), que
desativam o antibiético; resisténcia intrinseca, que promovem a inativacao da droga;
modificacdo de proteinas de unifo a penicilinas (GONZALEZ; MENA, 2010).

S. aureus cresce em condicfes aerObicas e anaeroObicas, nas quais forma
cachos semelhantes a uvas. Seus principais habitats sdo as membranas nasais e a
pele de animais de sangue quente, nos quais causa uma variedade de infeccdes,
desde leves, como infec¢cBes de pele e intoxicacdo alimentar, até com risco de vida,
como pneumonia, sepse, osteomielite e endocardite infecciosa (KURODA et al.,
2001). Por isso esse patogeno € talvez o de maior preocupacdo, além de sua
viruléncia intrinseca e sua facil adaptacdo a diferentes condicbes ambientais. A
mortalidade da bacteremia por S. aureus permanece em aproximadamente 20%-

40%, apesar da disponibilidade de antimicrobianos eficazes (LOWY et al., 2003).
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3.4.2 Enterococcus faecalis

Os enterococos sao cocos Gram-positivos que podem ocorrer de maneira
isolada, em pares ou em cadeias curtas. Eles sdo anaerdbios facultativos, possuindo
a capacidade de crescer na presenca ou auséncia de oxigénio. As espécies de
Enterococcus vivem em grandes quantidades [10 °-10 ® unidades formadoras de
colonias (UFC) por grama de fezes] no lumen intestinal humano e, na maioria das
circunstancias, ndo causam danos aos seus hospedeiros (STUART et al., 2006).

Os enterococos estdo entre 0s principais patdgenos considerados
nosocomiais, e suas cepas resistentes aos antibidticos disponiveis possuem
dificuldades terapéuticas reais. De acordo com a literatura, até 90% das infec¢des
por enterococos em humanos sdo causadas por E. faecalis (KAYAOGLU,
ORSTAVIK 2004). Essa espécie frequentemente causa uma extensa variedade de
infecgbes, comumente infectando o trato urindrio, biliar, a corrente sanguinea,
abdbémen, endocardio e queimaduras (LOVE 2001; MCBRIDE et al., 2007).

Além das elevadas taxas de infeccdes, 0s enterococos estdo se tornando
cada vez mais resistentes aos agentes antimicrobianos em todo o mundo. Os
enterococos sao intrinsecamente resistentes quando os genes de resisténcia estao
localizados no cromossomo, ou possuem determinantes de resisténcia adquiridos
gue estdo localizados em plasmideos ou transposons. ISso sugere que o tratamento
de infec¢cBes enterococicas pode ser dificil, pois possuem determinantes de
resisténcia intrinseca a muitos antibidticos (RATHNAYAKE; HARGREAVES;
HUYGENS 2012).

Em animais de laboratério, como camundongos, o uso de antibioticos,
incluindo cefoxitina, ceftriaxona, ampicilina e vancomicina, promove 0 crescimento
de isolados de E. faecium resistentes a medicamentos. E importante salientar que
cepas patogénicas de E. faecalis podem produzir citolisina, o0 que exacerba a
toxicidade causada pelas infeccOes e leva a uma ameaga cinco vezes maior de

morte em bacteremia nosocomial (SHIADEH et al., 2019).
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3.4.3 Klebsiella pneumoniae

Um dos géneros bacterianos comumente isolados em casos de infecgao
hospitalar, como pneumonia, infeccdo urindria e septicemia, é a K. pneumoniae
(MEYER; PICOLI, 2011). Essa bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae, que
engloba os conhecidos géneros Salmonella e Escherichia. Esta espécie ha muito
tempo é reconhecida como um agente de doenca e permanece entre os patégenos
nosocomiais mais comuns do mundo. Foi descrita pela primeira vez como causa de
pneumonia por Carl Friedlander em 1882. E também uma das principais causas de
sepse neonatal. Somente na Europa, essas cepas sdo responsaveis por mais de
90.000 infeccbes, mais de 7.000 mortes anualmente e 25% do total de anos de vida
ajustados por incapacidade perdidos devido a infeccbes bacterianas
multirresistentes (WYRES; LAM; HOLT, 2020).

O género Klebsiella é aparentemente onipresente em termos de suas
associacfes de habitat. Klebsiella € um patégeno oportunista comum para humanos
e animais, além de ser residente ou transitorio da flora (trato gastrointestinal). Outros
habitats incluem esgoto, agua potavel, solos, 4guas superficiais, efluentes industriais
e vegetacdo. Até recentemente, quase todas essas Klebsiella foram identificadas
como uma espécie, ou seja, K. pneumoniae. No entanto, estudos fenotipicos e
genotipicos mostraram que essa bactéria na verdade consiste em pelo menos
qguatro espécies, todas com caracteristicas e habitats distintos. As associacdes
gerais de habitat das espécies de Klebsiella sdo as seguintes:K. pneumoniae -
humanos, animais, esgoto e aguas e solos poluidos; (BAGLEY 2015); K. oxytoca -
associacdo ampla com a maioria dos habitats (SINGH; CARIAPPA; KAUR, 2016); K.
terrigena - aguas superficiais e solos ndo poluidos, agua potavel e vegetacdo
(PODSCHUN; FISCHER; ULLMANN, 2000); K. planticola- esgoto, aguas
superficiais poluidas, solos e vegetagdo (MORAIS et al, 2009);eK.
ozaenae/K. rhinoscleromatis — dificilmente detectado (principalmente em humanos)
(ENDAILALU et al., 2012).

K. pneumoniae representa um ter¢co de todas as infecgcbes Gram-negativas
em geral. Juntamente com sua alta prevaléncia, esta espécie é uma importante fonte
de resisténcia a antibidticos, dessa forma, assim como outros patdégenos altamente
resistentes, foi classificado como um organismo ESKAPE (VENEZIA;
KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017).



30

ESKAPE é um acronimo para o grupo de patogenos que apresentam
resisténcia a antibioticos, ou seja, tém a capacidade de escapar da
acao biocida dos antibiéticos, havendo aumento da resisténcia desses
patogenos virulentos a agentes antibacterianos com sua crescente
prevaléncia como patégenos nosocomiais.

(SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; TIGABU; GETANEH, 2021)

Dois tipos de resisténcia a antibioticos tém sido observados em K. pneumoniae. O
primeiro mecanismo envolve a expressdo de B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs), que tornam as bactérias resistentes a cefalosporinas e monobactamicos. O
outro mecanismo de resisténcia, ainda mais preocupante, € a expressao de
carbapenemases por K. pneumoniae , que torna a bactéria resistente a quase todos
os B-lactamicos disponiveis, incluindo os carbapenémicos (PACZOSA; MECSAS,
2016).

3.4.4 Candida albicans

O numero total de espécies eucaribticas na terra foi estimado em 8,7 milhdes,
com os fungos representando aproximadamente 7% desse numero. De todos os
fungos, apenas cerca de 600 espécies sdo patdogenos humanos. Este grupo
relativamente pequeno abrange fungos que causam infeccdes leves da pele (por
exemplo, dermatdfitos ede Malassezia), fungos que causam infeccdes cutaneas
graves (por exemplo,Sporotrix schenkii) e fungos que tém o potencial de causar
infeccbes sistémicas potencialmente fatais ( por exemplo, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatume, Candida albicans) (MAYER,;
WILSON; HUDE, 2013).

A maior parte das infec¢des de carater fungico nos seres humanos é causada
por fungos oportunistas. A Candida € um fungo dipldide e polimérfico responsavel
pelo desenvolvimento de varias doencas. Em condigbes normais, este fungo é
habitante natural do organismo humano, estando presente no trato gastrointestinal e
regides mucocutaneas, incluindo boca e vagina, sendo considerado um organismo
comensal no qual ndo implica em quaisquer efeitos prejudiciais a sua saude.
Entre 25% e 75% dos individuos saudaveis podem apresentar Candida spp. Entre

as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizagdo na mucosa vaginal,
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sendo Candida albicans (figura 03) a espécie mais prevalente (ROSSI et al., 2011;
SERRACARBASSA; DOTTO, 2003).

Figura 03: Candida albicans

Fonte: SA et al., 2014

As infeccdes por C. albicans podem ser classificadas em pelo menos quatro
tipos diferentes: colonizacéo, infec¢des superficiais, infeccdes profundas e infecgdes
sistémicas. Durante a colonizagdo, C. albicans vive em equilibrio com a flora
microbiana normal nas superficies mucosas sem causar danos ao seu hospedeiro. A
maioria da populagcdo humana é colonizada assintomaticamente por C. albicans,
mas infec¢bes superficiais podem ocorrer quando o equilibrio microbidtico é
perturbado ou o sistema imunologico do hospedeiro esta comprometido. As
infeccbes orais (figura 04) sdo extremamente comuns entre certos pacientes
imunocomprometidos (por exemplo, pacientes com HIV). Pacientes hospitalizados
com certos fatores de risco estao predispostos a candidiase sistémica com risco de
vida, caracterizada por disseminagdo pela corrente sanguinea e infeccdo de 6rgaos
internos (JACOBSEN et al., 2012).
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Figura 04: infeccéo oral por C. albicans

Fonte: FERNANDES; PEREZ; PEREZ 2020

Em 1996, o Stanford Technology Center, Genome, realizou o
sequenciamento do genoma de C. albicans. O sequenciamento foi concluido em
2004 e subsequentemente os genomas de outras espécies de Candida de
importancia médica foram sequenciados, o que mudou profunda e irreversivelmente
as formas de estudar as espécies de Candida. O genoma de C. albicans € altamente
dindmico, e essa variabilidade tem sido utilizada com vantagem em estudos
epidemiol6gicos populacionais e moleculares nesta espécie (QUINTANA et al.,
2017).
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4 RESULTADOS

Os resultados dessa dissertacao estao apresentados na forma de artigo.

Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica do Oleo essencial de

Eugenia uniflora frente a microrganismos de importancia clinica
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Resumo

A resisténcia dos microrganismos aos farmacos é um dos maiores desafios da
saude publica enfrentados na contemporaneidade. Dessa forma, € explicita a
necessidade de novos agentes com potencial antimicrobiano, surgindo entdo a
fitoterapia, através das plantas medicinais, como uma forte aliada no combate a
esse problema de saude publica. Eugenia uniflora L. € uma frutifera, popularmente
conhecida como pitangueira, fortemente utilizada na medicina popular. De acordo
com a literatura, essa espécie apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante e
diurética. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano e
antifiingico do 6leo essencial de E. uniflora frente a Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Candida albicans, microrganismos
patogénicos. Apds a coleta e identificacdo da espécie, o 6leo essencial das folhas de
E. uniflora foi obtido através do método de hidrodestilagdo. A Concentracao Inibitéria
Média foi determinada pela técnica de microdiluicdo. A cada um dos 6 po¢os de uma
das linhas da placa foi incialmente adicionado 100 yuL de meio de cultura seguido de
100 pL do oleo essencial de E. uniflora na concentracdo de 2.000 pg/mL. O ultimo
poco da placa foi utilizado como controle de crescimento. O ultimo pogo da placa foi
utiizado como controle de crescimento. Ainda foram utilizados os farmacos
Cetoconazol® para fungos, e Eritromicina® para bactérias como controles positivos.

Todos os testes e controles foram realizados em triplicata para cada
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microrganismo. A leitura da absorbancia dos pocgos foi executada em aparelho de
espectrofotometria de ELISA (Termoplate®). Observou-se que o Oleo essencial de
E. uniflora apresentou acédo sobre todos os microrganismos, com dosagens
relativamente baixas sobre as bactérias, destacando-se sua atividade perante C.
albicans. Todas as cepas testadas mostraram inibicdo de acordo com sua curva de
crescimento, no entanto, para as bactérias, o resultado se mostrou melhor para o
antibiético. Para o fungo, o 6leo essencial de E. uniflora promoveu maior acentuacao
da curva de crescimento em relacdo ao antifungico padrdao. Dessa forma, observou-
se que o Oleo essencial de E. uniflora apresenta potencial antibacteriano e
antifngico, podendo ser um produto promissor no combate a resisténcia

microbiana.

Abstract

The resistance of microorganisms to drugs is one of the greatest public health
challenges faced in contemporary times. Thus, the need for new agents with
antimicrobial potential is explicit, thus emerging phytotherapy, through medicinal
plants, as a strong ally in the fight against this public health problem. Eugenia uniflora
is a fruit tree, popularly known as pitangueira, heavily used in folk medicine.
According to the literature, this species has antimicrobial, antioxidant and diuretic
activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antibacterial and
antifungal potential of the essential oil of E. uniflora against Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Candida albicans, pathogenic
microorganisms. After collecting and identifying the species, the essential oil from the
leaves of E. uniflora was obtained through the hydrodistillation method. The IC50
was determined by the microdilution technique. To each of the 6 wells of one of the
lines of the plate, 100 pL of culture medium and fungal suspension were initially
added, followed by 100 uL of the natural product at a concentration of 2,000 pg/mL.
The last well of the plate was used as a growth control. The drugs ketoconazole for
fungi and erythromycin for bacteria were also used for positive control of the activity.
All tests and controls were performed in triplicate for each microorganism. Reading
the absorbance of the wells was performed in an ELISA spectrophotometry device
(Termoplate®). It was observed that the essential oil of E. uniflora acted on all

microorganisms, with relatively low dosages on bacteria, highlighting its activity
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against C. albicans, in which the IC50 was verified with dosages 44.72% lower than
of the control drug. All strains tested showed inhibition according to their growth
curve, however the result was better for the antibiotic used in the bacteria. For the
fungus, the EO promoted greater accentuation of the growth curve in relation to the
antifungal. Thus, it seems that E. uniflora EO has antibacterial and antifungal
potential, and may be a promising product to combat microbial resistance.

Keywords: microbial resistance, antimicrobials, microorganisms, myrtaceae,
eugenia uniflora

Introducao

Em 1945, o microbidlogo Alexander Fleming alertou para os perigos da
dependéncia excessiva de antibidticos, e para a importante ameaca de bactérias
decorrente do desenvolvimento de resisténcia. Depois de mais de sessenta anos,
sua previséo sobre a resisténcia microbiana foi concretizada (CABRAL et al., 2018).
Fleming, ao descobrir a penicilina, foi o primeiro a observar a resisténcia natural de
microrganismos aos antibidticos, descrevendo que bactérias do grupo coliliféide e a
Pseudomonas aeruginosa ndo eram inibidas pelo antibiotico. Anos mais tarde, os
estudiosos Abraham e Chain, demonstraram em extratos de Escherichia coli uma
enzima que promove a destruicdo da acado da penicilina, denominada de penicilinase
(TAVARES 2000).

Os antimicrobianos sédo caracterizados, de forma genérica, como qualquer
substancia capaz de atuar em bactérias, interferindo no seu crescimento e/ou
multiplicacdo de outros microrganismos, como o0s virus, fungos e parasitas
(SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018). A resisténcia antimicrobiana é considerada um
dos maiores perigos para a saude publica mundial na contemporaneidade, uma vez
que as infec¢cdes causadas por esses patogenos podem ser de dificil tratamento,
colaborando com custos mais elevados, prolongamento da internacdo, e 0 risco
iminente de morte (DALMOLIN et al., 2022; MARMITT et al., 2015).

Sabe-se que, no ambiente hospitalar, principalmente em setores fechados de
maior complexidade, como as Unidades de Terapia Intensiva (UTI), os pacientes
hospitalizados sdo suscetiveis a infeccdes nosocomiais, decorrentes de
procedimentos invasivos e exposicdo continua a microrganismos perigosos

(OLIVEIRA et al., 2021). Dessa forma, as UTI sé&o consideradas como epicentros da



36

resisténcia antimicrobiana (MELLO; OLIVEIRA 2021). Em estudos que avaliaram a
ocorréncia de microrganismos multirresistentes em UTI, foi possivel observar a
presenca de varias espécies naquele espaco, entre elas, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae (ALVES et al., 2012; ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS 2006),
Enterococcus faecalis (RENNER; CARVALHO 2023), e Candida albicans
(SIQUEIRA et al., 2015). O primeiro destacando-se como 0 agente mais causador
das infeccdes hospitalares (SANTOS 2004). S. aureus, K. pneumoniae, e outros
patdgenos foram apelidados de “patégenos Eskape”, capazes de escapar da agao
biocida dos antibidticos, ou seja, desenvolvem mecanismos de resisténcia aos
farmacos (OLIVEIRA et al., 2020; PENDLETON; GORMAN; GILMORE 2013).

Tendo em vista 0 aumento da resisténcia dos microrganismos aos n0sSs0S
antimicrobianos atuais, fica evidente a necessidade de novos agentes com atividade
antimicrobiana, e a fitoterapia surge como uma fonte de farmacos naturais que
podem tanto tratar doencas quanto promover o bem-estar (MEDEIROS et al., 2023).

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica € uma das
formas mais antigas de préatica medicinal utilizada pelos povos (RODRIGUES et al.,
2011; JUNIOR; PINTO; MACIEL 2005; MACIEL et al., 2002;). As plantas constituem
um valioso arsenal de produtos quimicos, organicos e inorganicos com diferentes
potenciais para exploracdo pelo homem. A seguranca e a eficacia das plantas
medicinais dependem da identificacdo da planta, conhecimento sobre a parte a ser
usada, forma de uso e dose, além do modo de preparo, reveladas pela literatura
(PEDROSO; ANDRADE; PIRES 2021). A partir das plantas medicinais, surgem 0s
Oleos Essenciais (OE), elementos compostos principalmente por terpenoides
volateis, produzidos pelo metabolismo secundario de plantas aromaticas,
caracteristicos pela sua fragrancia e atividades biol6gicas (BUSATO et al., 2014),
como por exemplo, o seu potencial antibacteriano (SANTOS; PICOLLI; TEBALDI
2017), e antifungico (LIMA et al., 2006).

A familia Myrtaceae compreende em média 130 géneros e 4.000 espécies de
plantas lenhosas, arbustivas ou arbodreas, com folhas de disposicdo alterna ou
oposta (ALVES; TRESMONDI; LONGUI 2008). O género Eugenia é um dos maiores
da familia Myrtaceae, com mais de 500 espécies. Dentro desse género tem-se
Eugenia uniflora L, uma frutifera, popularmente chamada de pintagueira. No Brasil,
essa espécie € encontrada desde o estado do Amazonas até o Rio Grande do Sul,

sendo fortemente utilizado na medicina popular como farmaco anti-hipertensivo e
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antirreumatico (AURICCHIO et al., 2007). Ensaios farmacoldgicos realizados com o0s
extratos das folhas de E. uniflora evidenciaram a atividade antibacteriana contra
alguns microrganismos patogénicos (FIUZA et al., 2008). Além disso, E. uniflora
apresenta outras atividades biologicas, tais como: antioxidante, hipotensora, anti-
hipertensiva e diurética (SOUZA et al., 2014), e a literatura aponta para a atividade
antibacteriana do OE dessa espécie (NASCIMENTO et al., 2019).

Sabendo dos impactos negativos da resisténcia microbiana na saude publica,
além das propriedades dos OE e de E. uniflora, esse estudo teve como objetivo
avaliar o potencial antibacteriano e antifungico do 6leo essencial de E. uniflora frente
a Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Candida

albicans, microrganismos potencialmente patogénicos.

Material e Método

Coleta do material vegetal e extracdo do 6leo essencial

As folhas de E. uniflora foram coletadas no Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco. Apés a coleta, as amostras foram levadas ao
Laboratério de Produtos Naturais para posterior extracdo do OE.

O Oleo Essencial de Eugenia uniflora (OeEu) foi obtido pelo método de
hidrodestilacdo. Ap6s a fragmentacao das folhas, a biomassa formada (500 g) foi
inserida em baldo volumétrico contendo agua destilada. Posteriormente, o balédo foi
acoplado ao extrator e levado a manta aquecedora. Ao condensador, foi conectado
o sistema de refrigeracdo. Em seguida, a manta aquecedora foi ligada, regulada a
temperatura de ebulicdo da agua (100°C), em mistura com a biomassa, iniciando o
processo de extracdo do OeEu. Ao final, 1ml de OE foi coletado com uma pipeta e

armazenado sob refrigeragao.

Microrganismos e Meios de cultura utilizados

Para a avaliacdo da atividade antifungica, foi utilizada uma cepa padrao: C.
albicans (ATCC 90028). Para avaliacao da atividade antibacteriana foram utilizadas
as cepas E. faecalis (UFPEDA 1380), K. pneumoniae (UFPEDA 396), e S. aureus
(UFPEDA 02), gentimente cedidas pelo Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal de Pernambuco.
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Ensaio de Microdiluicdo em Caldo

No teste de microdiluicdo foram utilizados os meios liquidos, Caldo Mueller-
Hinton (para bactérias) e Caldo Saboraud Dextrose (para C. albicans). Todos os
meios foram solubilizados com &gua destilada e esterilizados em autoclave, a 121
°C por 15 minutos.

A Concentracédo Inibitoria Média (ICso) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em placa contendo 96 pocos. Primeiramente 0,20 pg do OE de E.
uniflora foram diluidos em DMSO e depois em agua, atingindo uma concentracao
final de 2.000 pg/mL. Na preparacao dos indculos as células foram suspensas em
salina a 0,9% e sua concentracdo seguiu o padrdo de turvacdo equivalente a 10°

Unidades Formadoras de Colénias/mL.

A cada um dos 6 pocos de uma das linhas da placa foi inicialmente
adicionado 100 pL de meio de cultura, posteriormente, 100 pL do produto natural na
concentracédo de 2.000 pg/mL. Foi depositado no primeiro po¢o, sendo em seguida,
realizada a microdiluicdo seriada até o penultimo, onde as concentra¢des variaram
de 1.000 a 16 pg/mL. O ultimo poco foi utilizado como controle de crescimento.
Também foi utilizada a droga convencional como controle positivo da atividade,
cetoconazol para fungos e eritromicina para bactérias. Todos os testes e controles

foram realizados em triplicata para cada microrganismo.

Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e ap0s este periodo
foi feita a leitura da absorbancia dos pocos em aparelho de espectrofotometria de
ELISA (Termoplate®). Os valores das absorbancias foram utilizados para obtencéo
de uma curva de viabilidade celular. A ICs foi determinada por anélise de regressao
(ALVES et al., 2013).

Analise estatistica

Em todas as analises foi utilizado o programa Graphpad prism verséo 8.0.2,
considerando a = 0,05. Os dados obtidos no ensaio de microdiluigdo, foram
expressos em meédia + desvio. Os valores de ICso foram expressos em pg/mL e
analisados por regressao nao linear utilizando a concentragéo do inibidor versus a

resposta normalizada.
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Resultados e discussao

ApoOs o processo de extragido do Oleo Essencial de OeEu foi obtido 1 mL do
produto, 2% de rendimento.

Na tabela 1 pode ser observada a concentracdo do OeEu, do antibiético e do
antifingico necessarios para inibir 50% do crescimento dos microrganismos. De
acordo com estes resultados € possivel inferir que as quatro cepas (C. albicans, E,

faecalis, S. aureus e K. pneumoniae) mostraram-se sensiveis a acao do OE testado.

Tabela 01 Comparativo entre 1ICso do OeEu, e o dos farmacos cetoconazol e
eritromicina

Microrganismo Tratamento ICs0(g/mL)
C. albicans OeEu 75,23 +3,7
Cetoconazol 136,1 +5,9
E. faecalis OeEu 10,93 £6,2
Eritromicina 0,25+0,8
K. pneumoniae OeEu 8,88+7,1
Eritromicina 0,7+1,6
S. aureus OeEu 10,01 +1,7
Eritromicina 0,81+04

Para as bactérias a droga de controle escolhida demostrou uma ICsq inferior
ao do OeEu, porém o 6leo continua demonstrando atividade antimicrobiana contra
esses microrganismos, pois foi preciso 0 uso de concentracdes significativamente
baixas para inibir 50% dessas bactérias. O efeito mais relevante do OeEu foi
observado frente ao fungo C. albicans, no qual uma ICsy foi constatada com
dosagens 44,72% menores que do farmaco de controle, o cetoconazol, ou seja, 0
OeEu promoveu uma maior inibicdo do crescimento desse fungo.

Para E. faecalis a Clsp do OeEu foi de 10,93 pg/mL, S. aureus foi de 10,01
pug/mL, e K. pneumoniae de 8,88 pg/mL, sendo entdo a menor ICsy do 6leo perante
as bactérias. O antibiotico testado, eritromicina, apresentou ICsp menor em relacéo
ao OeEu frente as bactérias testadas. Ambos demonstraram potencial de inibicdo do

crescimento bacteriano, com o antibiético se destacando.



40

Auricchio et al. (2007), ao avaliar as atividades antimicrobiana e antioxidante
do extrato de E. uniflora, observou que os microrganismos submetidos aos testes
apresentaram maiores indices de Concentracdo Inibitéria Mimica (CIM) em
comparacao aos antibioticos avaliados. Por exemplo, frente a bactéria Gram-positiva
S. aureus, 0 extrato da planta teve um CIM de 80 pg/mL, em contrapartida, o
resultado da ampicilina foi de 10 pg/mL, ou seja, bem inferior aos valores do extrato
da planta. Os autores ainda observaram que o extrato de E. uniflora também inibe o
crescimento de C. albicans. O CIM do extrato foi de 500 pg/mL, e de 11 pg/mL para
0 antifingico, nesse caso esse resultado difere ao do presente estudo.

Estudos sobre a avaliacéo fitoquimica das folhas de E. uniflora demonstram a
presenca de antraguinonas, esteroides, triterpenos, heterosideos de flavonoides, de
saponina e de taninos, sesquiterpenos, compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides e carotenoides, sugerindo assim, um importante potencial fitoterdpico
(DALMAGRO et al., 2022). Além disso, as folhas ricas em OE contendo os
metabolitos citados tém demonstrado a sua capacidade antimicrobiana (FIUZA et al.,
2008).

Na figura 05 € possivel observar como se deu o crescimento dos
microrganismos quando expostos ao OE e aos farmacos controle durante um

periodo de 24 horas.
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Figura 05: Curvas de crescimento dos microrganismos na presenca do OeEu, e dos
farmacos cetoconazol e eritromicina
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A analise, demonstrada pelo grafico, foi realizada correlacionando o
crescimento microbiolégico em relacdo a diferentes dosagens. Percebe-se que a
inibicdo do crescimento microbiano esta diretamente relacionada ao aumento da
concentracdo do OeEu e do controle positivo, ou seja, quanto maior a dosagem,
maior a inibicdo. Em todos os casos, observa-se uma maior acentuacao na curva
dos medicamentos, exceto para C. albicans. Percebe-se que este fungo teve maior
inibicdo de crescimento quando exposto ao OeEU, com menor inibicdo frente ao
cetoconazol. Assim como observado para C. albicans, as cepas bacterianas também
apresentaram inibicdo de crescimento quando expostas aos produtos, no entanto, é
possivel observar maior poder de inibicdo na exposicédo ao antibiético, dado exposto

pela curva de crescimento.

De acordo com a literatura, o OeEu frente a bactérias multirresistentes
isoladas da mastite bovina, em medida homeopatica, ndo apresentou efeito inibitério
sobre os microrganismos analisados, somente quando combinados aos farmacos é
que foi visto efeito sobre as cepas estudadas, ou seja, com sinergismo (VIANNA;
DIEL; BURIN 2022). Para Gongalves, Filho e Menezes (2022), o extrato isolado do
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fruto da popular pitangueira, demonstrou ter potencial antimicrobiano, no qual
bactérias como S. aureus e E. coli apresentaram sensibilidade aos extratos.
Diferentemente do presente estudo, na pesquisa de Lima et al. (2006), o
OeEu apresentou um baixo poder de inibicdo sobre as cepas de Candida. Neste
estudo, o resultado para C. albicans, foi relativamente mais significante do que nas
cepas bacterianas.

Um estudo envolvendo a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais
extraidos de folhas e frutos de E. uniflora, colhidos em estagios diferentes de
maturagdo aponta que seu estado acaba influenciando nos resultados em
microrganismos, como P. aeruginosa, K. pneumoniae, e C. albicans. A capacidade
antimicrobiana de E. uniflora pode ser explicada pela presenca de fendlicos e outros
compostos em extratos que podem destruir a parede bacteriana, permitindo sua
entrada nas células afetando diretamente seu metabolismo (SOUZA et al., 2018). E
possivel observar que os estudos ja realizados objetivando avaliar a atividade
antimicrobiana de E. Uniflora diferem em relacdo aos resultados obtidos, mesmo
utilizando-se praticamente as mesmas espécies de microrganismos. O OeEu, que
teve as amostras coletadas no Municipio de Seropédica - RJ, revelou a presenca de,
principalmente, sesquiterpenos em sua composicdo quimica. Comparando-se tal
composi¢do quimica com a da Nigéria, verificou-se que os componentes e as
concentracbes das substadncias no Oleo revelam-se muito complexas e,
consequentemente, tal diversidade pode ser postulada como consequéncia das
condicdes edafoclimaticas de cada regido (SANTOS; FILHO; CASTRO 2015).
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Conclusao

Levando em consideracdo que as cepas testadas neste estudo apresentam
resisténcia a diversos medicamentos, percebe-se que o 6leo essencial de Eugenia
uniflora possui atividade antimicrobiana, pois, conseguiu inibir o crescimento de
todos 0s microrganismos testados. Apresentou acdo contra as bactérias
demonstrando seu potencial antibacteriano, e também contra o fungo, garantindo
sua atividade antifungica, assim, temos um produto de origem natural que parece

capaz de ser empregado contra microrganismos patogénicos.
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a7

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, podemos afirmar que o
0leo essencial de E. uniflora apresenta atividade antimicrobiana, pois conseguiu
inibir o crescimento de bactérias e do fungo, garantindo potencial antibacteriano e
antifingico, respectivamente, assim, temos um produto de origem natural que

parece capaz de ser empregado contra microrganismos patogénicos.
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