Universidade Presbiteriana Mackenzie

SCREENING DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE ESPECIES VEGETAIS DA FAMILIA
MYRTACEAE

Amanda Sousa Gorski (IC) e Ieda Yuriko Sonehara (Orientadora)
Apoio:PIBIC Mackenzie

RESUMO

Constituida por cerca de 3.600 espécies, a familia Myrtaceae representa uma das familias
mais importantes de Angiospermas no Brasil; existem varios estudos relatando as acdes
benéficas de espécies pertencentes a esta familia, dentre eles acdo antifungica,
antiinflamatoéria, cicatrizante, anti-séptica, antidiarréica e possivel atividade antibacteriana.
Ressalta-se que, com o crescimento da resisténcia bacteriana frente aos medicamentos, ha
a necessidade de busca por novos principios ativos, e o conhecimento tradicional sobre o
uso de plantas é sem duvida uma fonte de possiveis novos compostos. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo a identificacdo preliminar de possivel potencial
antibacteriano de sete espécies diferentes pertencentes a familia Myrtaceae que foram
coletadas em dois periodos diferentes na Trilha do Pomar da colbnia de férias da
Universidade Presbiteriana Mackenzie, em Campos do Jorddo/SP. Apds identificacdo e
secagem, foram preparados extratos hidroalcodlicos das folhas das espécies coletadas, e 0s
extratos testados contra cepas selvagens de Staphylococcus aureus através do método de
difusdo em disco. Foram também testados diferentes tempos de impregnacgéo dos discos
nos extratos, o que influenciou a sensibilidade do ensaio. Os resultados mostraram que
praticamente todas as espécies testadas apresentaram halos de inibicdo detectaveis com
tempo de impregnacao do disco de 22h, sendo que as amostras de Myrcia splendens (Sw.)
DC e Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos apresentaram maior indicagdo de
atividade. O estudo concluiu que as espécies citadas merecem estudos mais aprofundados
para identificacdo dos compostos quimicos responsaveis pela atividade e que poderiam

levar a identificacdo de novos compostos-lider para o desenvolvimento de farmacos.
Palavras-chave: Myrtaceae. Antibacteriano.Difusdo em disco..
ABSTRACT

Represented by around 3,600 species, Myrtaceae is one of the most important Angiosperm
families in Brazil. There are several studies reporting their beneficial activities, among which
can be cited their antifungal, anti-inflammatory, wound-healing, antiseptic, antidiarrheial, and
possible antibacterial activities. It's important to note that, with the current increase in
bacterial resistance, there is a pressing need for the introduction of new antibacterial
compounds. The knowledge coming from the traditional use of plants is, without any doubt, a

likely source for the development of new drugs. This study aimed at a preliminary study of
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the possible antibacterial activity of seven species of Myrtaceae, collected at the Pomar tralil
at Mackenzie Presbyterian University vacation colony in Campos do Jordao/SP. After
identification and drying, leaf hydroalcoholic extracts were prepared and tested against wild
strains of Staphylococcus aureus using the agar disk diffusion method. Different disk
impregnation times were also tested for the extracts, resulting in different sensitivities in the
essays. Almost all specimens showed the formation of inhibition halos in disks impregnated
for 22h, being that Myrcia splendens (Sw.) DC and Neomitranthes capivariensis (Mattos)
Mattos showed the best antibacterial potential. The study concludes that these species show
marked possibility of antibacterial activity, and deserve to be the targets of more detailed
studies aiming to the identification of the compounds responsible for the activity and that
could lead to the identification of new hits for the development of new drugs.

Keywords: Myrtaceae. Antibacterial. Disk-diffusion.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo importantes fontes de matéria-prima, e partes como raiz, caule e
folhas podem fornecer substancias ativas que sdo utilizadas para a producdo de
medicamentos (ROSA et al., 2012). A familia Myrtaceae destaca-se entre 0s representantes
da flora brasileira por apresentar grande nimero de espécies de interesse medicinal, sendo
também reconhecida pelo seu potencial na producédo de 6leos volateis (LIMA, 2006), além
de apresentar atividades antibacterianas, antifingicas, cicatrizantes, anti-sépticas,
antiinflamatorias e antidiarréicas (LORENZI; MATOS, 2002). Por outro lado, € conhecida a
existéncia de espeécies pertencentes a esta familia na coldnia de férias da Universidade
Presbiteriana Mackenzie (UPM), em Campos do Jorddo/SP, sendo que entre as espécies ja
identificadas e depositadas no Herbario da UPM encontram-se Calyptranthesconcina,
Eugenia cf. dodonaefolia, Eugenia involucrata, Myrceugeniarufescens, Myrcia retorta, Myrcia
splendens, Neomitranthes cf. capivariensis e Pimenta pseudocariophyllus.

Este projeto realizou um screening da possivel atividade antibacteriana de extratos
hidroalcodlicos das folhas de espécies pertencentes a familia Myrtaceae existentes na Trilha
do Pomar da col6nia de férias da UPM, e que foram coletadas durante o segundo semestre
de 2017 no escopo do projeto MackPesquisa n°® 171035 (SONEHARA et al., 2018). A
sensibilidade de cepa selvagem de Staphylococcus aureus a estes extratos brutos foi

determinada de forma preliminar através do método de difusdo em disco.

2. REFERENCIAL TEORICO

Por muito tempo no Brasil, principalmente na Floresta Amazdnica, tribos indigenas
fizeram uso de plantas e suas preparagfes com finalidades medicinais. Mas foi somente
com a chegada dos portugueses que esses conhecimentos foram ampliados (OLIVEIRA et
al., 2006). As plantas medicinais brasileiras e as que vieram da Europa contribuiram de
forma valiosa para ampliar a tradicdo de uso de diversas espécies, apesar de muito deste
conhecimento ter sido perdido devido a resisténcia dos portugueses as manifestacdes
culturais dos negros e indios (SOUZA, 1995). A Amazdnia abriga 50% da biodiversidade do
Planeta e, de acordo com dados de instituicdes de pesquisas da regido, cerca de cinco mil,
dentre as 25 mil espécies amazbnicas, ja foram catalogadas e suas propriedades
terapéuticas estudadas (GASPAR, 2009).

Percebe-se, portanto, a importancia que a flora brasileira possui como fonte de
pesquisa para a investigacdo de novos compostos que possam eventualmente vir a se
transformar em novos medicamentos. Junte-se a isto o fato de que, atualmente, cerca de

80% da populacdo utiliza plantas para cura ou tratamento de alguma doencga (BRASIL,
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2006), e compreende-se o interesse nos estudos envolvendo a atividade farmacologica das

diversas espécies pertencentes a flora brasileira.

A familia Myrtaceae comp8e uma das familias mais importantes de Angiospermas no
Brasil, e esta inserida na ordem Myrtiflorae (Myrtales), constituida de cerca de 150 géneros
com aproximadamente 3600 espécies distribuidas em todos os biomas (ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP lIl, 2009). Tendo alto potencial econdmico, muitas de suas espécies
sdo utilizadas na alimentacdo, como Psidium guajava L. (goiaba) e Eugenia uniflora L.
(pitanga), consumidas em forma de suco, doces, geleias e sorvetes (LORENZI, MATOS,
2002). J& pelo lado medicinal destacam-se Myrciaria dubia, que apresenta alto teor de
vitamina C, e Eucalyptus globulus L. (eucalipto), que auxilia no tratamento da gripe,
congestdo nasal e sinusite (LORENZI, MATOS, 2002). Existem em torno de 700 espécies
diferentes de Eucalyptus catalogadas e destas, aproximadamente, 500 produzem o6leos
essenciais, usados de diversas formas para tratamento de doencas como, doencas
respiratorias, bronquite e asma; em condicdes febris, nos casos de malaria, tifo e célera €;
problemas de pele, queimaduras e Ulceras (SEFIDKON et al., 2008). Um estudo quimico
feito no Instituto de Quimica na Universidade Estadual Paulista, em 2014, revelou que as
folhas de Eugenia brasiliensis apresentam atividade antiinflamatéria em seus extratos,
explicando seu uso na forma de cha para o tratamento de artrite e reumatismo (DAMETTO,
2014). As folhas e raiz da pedra-ume-caa (Myrcia sphaerocarpa) auxiliam no tratamento do
Diabetes Mellitus e da hipertensio arterial (CORREA, GOTTLIEB, 1970).

A busca por novos principios ativos baseado no conhecimento tradicional da
atividade de plantas tem despertado muito interesse, até porque o aumento da resisténcia
microbiana aos antimicrobianos atualmente em uso vem se tornando uma preocupacéo
mundial, e espécies da familia Myrtaceae apresentam expressiva atividade antimicrobiana
frente a diferentes microrganismos (VUOTTO et al.,, 2000). Recentemente, houve uma
crescente preocupacao em relacdo a resisténcia bacteriana aos farmacos ja existentes, ndo
s6 no Brasil, mas no mundo inteiro, devido ao uso indiscriminado ou incorreto de
antibiéticos, acarretando em mortalidade de pacientes ou falta do efeito terapéutico
desejado (FIO et al.,, 2000). Além disso, outros fatores colaboram para a urgéncia no
desenvolvimento de novos compostos antibacterianos, tais como a necessidade de opc¢des
terapéuticas para o tratamento de infec¢cbes, uma vez que existem pessoas que sao
alérgicas e podem ser infectadas por bactérias suscetiveis a apenas um ou dois antibiéticos,
deixando os médicos sem opc¢Bes de tratamento; e o0 aumento da resisténcia bacteriana nos
hospitais forcando a liberacéo de pacientes para evitar infeccdes até mais graves, havendo
assim, a necessidade de novos antibiéticos com perfil farmacocinético que favorecam uma

dose Unica que possa ser administrada em casa (RICE, 2003).
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Em relacédo a atividade antimicrobiana de espécies de Myrtaceae, constatou-se em
estudos de sensibilidade através do método de difusdo em agar, realizados na Universidade
Estadual Paulista em Rio Claro/SP em 2005 a partir de extratos hidroalcodlicos, que a
Eugenia uniflora apresenta alta atividade antimicrobiana contra Streptococcus spp,
Escherichia coli e Bacillus cereus, porém foi detectada resisténcia em Pseudomonas
aeruginosa (ALVES et al.,, 2000). J& em pesquisas de Gnanakalai e Gopal (2014) foram
testados diferentes extratos de espécie Eucalyptus smithii contra B. subtilis, P. aeruginosa e
E. coli, com o extrato cloroférmico apresentando atividade maior em relagédo a todos esses
patdgenos; nestes estudos, o extrato etandlico e acetdnico demonstrou atividade minima, e
0 extrato aquoso ndo apresentou acdo antimicrobiana. Autores diversos demonstram a
atividade do extrato aquoso da folha de Psidium guajava L. contra P. aeruginosa, E. coli,
Sarcina lutea, Serratia marcescens, Shigella flexneri, Staphylococcus albus e
Staphylococcus aureus (NASCIMENTO et al, 2000).

Entre as Myrtaceae encontradas na Colénia Umuarama (Campos do Jorddo/SP) que
ja foram identificadas e depositadas no Herbario da Universidade Presbiteriana Mackenzie,
podem ser mencionados espécies pertencentes aos géneros Calyptranthes, Myrceugenia,
Myrcia, Myrciaria, Siphoneugena. Oito espécies de Myrtaceae ja foram identificadas
anteriormente de forma especifica na Trilha do Pomar: Calyptranthes concina, Eugenia cf.
dodonaefolia, Eugenia involucrata, Myrceugenia rufescens, Myrcia retorta, Myrcia
splendens, Neomitranthes cf. capivariensis e Pimenta pseudocariophyllus. Destas espécies,
vale notar que géneros Myrcia e Myrciaria possuem diversos estudos publicados
identificando atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, anti-proliferativa
(APEL et al., 2010; BORGES et al., 2013; CALLONI et al., 2015; CASCAES et al., 2015;
LEITE-LEGATTI et al.,, 2012; WANG et al., 2014), hipoglicemiante e gastroprotetora
(BORGES et al.,, 2013), anti-hemorragica (CASCAES et al.,, 2015), e vasodilatadora
(ANDRADE et al., 2015), entre outras.

Desta forma, o interesse no estudo dos diversos géneros pertencentes as Myrtaceae
€ crescente, justificando a proposta deste trabalho no sentido de testar um método que

possa ser utilizado no screening de atividade antimicrobiana de extratos vegetais.

3. METODOLOGIA
Coleta e Preparacédo do Extrato

A coleta do material foi realizada pelos componentes do grupo de pesquisa
responsavel pelo projeto MackPesquisa n® 171035 (SONEHARA et al., 2018) no municipio

de Campos do Jorddo, na coldnia de férias Umuarama da Universidade Presbiteriana



XIV Jornada de Iniciagao Cientifica e VIII Mostra de Iniciagdo Tecnoldgica - 2018

Mackenzie, durante o segundo semestre de 2017. As espécies coletadas e posteriormente

identificadas, e que tiveram os extratos testados, encontram-se listados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Lista das espécies botanicas coletadas, e utilizadas nos ensaios de difusdo em disco.

AMOSTRA ESPECIE DATA DE COLETA COLETOR, Ne DE TOMBO
PARA O EXTRATO NUMERO (MACK)

A S NSBITETIES €9, [ 26/09/17 Vieira, LTA 457 2748
ex D.Legrand

B Myrcia splendens (Sw.) DC. 26/09/17 Vieira, LTA 459 2750

C SlATEmEnYRTE E, SE 26/09/17 Vieira, LTA 456 2747
D.Legrand.

D Myrcia splendens (Sw.) DC. 26/09/17 Vieira, LTA 458 2749

E Lb e el s (O-erl) 30/11/17 Vieira, LTA 460 2751
Kiaersk.

F Neomitranthes capivariensis 30/11/17 Vieira, LTA 461 2752
(Mattos) Mattos.

G STAMCMEVEEITEL & T 30/11/17 Vieira, LTA 462 2753
D.Legrand

H Myrcia sp. DC. 30/11/17 Vieira, LTA 463 2754

Apoés a coleta, o material foi seco em estufa a 45°C durante um periodo de 7 dias,
apo6s o qual as folhas foram trituradas em moinho de facas no laboratério de Quimica da
Universidade Presbiteriana Mackenzie. O material pulverizado foi acondicionado em frascos
de vidro estéreis, vedados, e mantido a temperatura ambiente e ao abrigo da luz até o

momento do uso.

Cada amostra assim obtida foi macerada durante uma semana em solucéo
hidroetanodlica 50% (p/p), em proporcdo de 1g de po da planta para 10g de solucéo
extratora. Houve agitacao diaria dos frascos, que foram mantidos a temperatura ambiente e

ao abrigo da luz.

ApOs a maceracdo, o material foi submetido a filtragem através de algodéo e,
posteriormente, papel de filtro. O extrato bruto assim obtido foi acondicionado em frascos de
vidro estéreis com tampa de plastico rosqueavel, devidamente identificado e mantido em

temperatura ambiente e ao abrigo da luz até o momento do uso.
Screening de Atividade Antimicrobiana

O método utilizado foi o da difusdo em disco, onde realizou-se a difusdo do extrato
em superficie de meio de cultura (Agar Mueller-Hinton) a partir de um disco impregnado com

extrato vegetal hidroalcodlico. Todos os procedimentos para testes de sensibilidade foram
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baseados na Farmacopéia Brasileira 4° edicdo (1988) e no método padrdo CLSI/M02-Al11l

(2012), adaptados onde necessario.
Preparacao e inoculacdo das placas

O meio de cultura utilizado para os testes foi 0 Mueller-Hinton, preparado a partir de
uma base desidratada disponivel comercialmente e conforme as instru¢bes do fabricante.
Este meio foi esterilizado em autoclave, resfriado em banho-maria entre 45 e 50°C e vertido
em placas de Petri estéreis e descartaveis de 90 mm de didmetro, numa superficie
horizontal de forma a garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm
medido com o auxilio de uma régua, dentro de fluxo laminar a fim de evitar possiveis
contaminacdes. ApoOs resfriamento a temperatura ambiente (25°C), as placas foram
embrulhadas em papel-filme para minimizar o ressecamento do agar e armazenadas em
geladeira (de 2 a 8°C) até o momento do uso. Havendo excesso de umidade na superficie
antes de ser utilizada, as placas foram colocadas no fluxo laminar & temperatura ambiente
entre 10 a 30 minutos, com as tampas entreabertas, até que o excesso de umidade
superficial evaporasse.

Realizou-se a preparacao do indculo a partir de uma suspensao direta em solugcdo
salina (cloreto de sodio 0,85%) de colbnias de 24h da bactéria Staphylococcus aureus
selecionadas numa placa de agar Mueller-Hinton. A superficie de cada colénia foi tocada
com uma alga estéril, e 0os microorganismos assim coletados foram transferidos para um
tubo de ensaio contendo 5mL de solucdo salina estéril. Esta suspenséo foi ajustada para
gue sua turbidez coincidisse com a solugdo-padrdo de McFarland 0,5, disponivel

comercialmente.

Para inoculacdo das placas, em até 15 minutos ap0s o ajuste de turbidez foi
mergulhado um swab estéril de algoddo na solucdo de indculo, e girado varias vezes e
apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, para retirar
gualquer excesso de indculo no swab. Realizou-se a inoculagéo da superficie seca da placa
de Petri com o meio Mueller-Hinton esfregando o swab de forma horizontal em todas as
regides, repetindo-se este procedimento por mais duas vezes e girando a placa
aproximadamente 60° a cada vez, para assegurar a distribuicdo uniforme do in6culo.

Deixou-se a tampa entreaberta de trés a cinco minutos.
Preparacao das diluicbes-teste

A partir do extrato bruto, foram preparadas diluicdes-teste em caldo Mueller-Hinton
ajustado para cations, preparado de acordo com instru¢des do fabricante e esterilizado em

autoclave, com armazenagem a 4°C até a utilizagdo.



XIV Jornada de Iniciagao Cientifica e VIII Mostra de Iniciagdo Tecnoldgica - 2018

Foi necesséario o uso de dimetilsulféxido (DMSO) como co-solvente durante a

preparacdo das diluicbes com o intuito de evitar a precipitacdo das amostras.

Para a preparacdo das amostras, foi preparada uma primeira diluicdo (diluicdo 1) do
extrato bruto em proporcdo 1:1 com caldo Mueller-Hinton e adicionado DMSO suficiente
para se obter uma concentracdo de 10% do co-solvente. Assim, 2,5 mL de extrato
hidroalcodlico bruto foram diluidos com 2,0 mL de caldo Mueller-Hinton e adicionados 0,5
mL de DMSO, totalizando um volume de 5mL, a solucdo resultante sendo homogeneizada
com auxilio do voértex durante 10 segundos. A partir desta primeira diluicdo, foi realizada
diluicdo seriada 1:1 com caldo Mueller-Hinton; assim sendo, 2,5 mL da diluigdo 1 foram
diluidos com 2,5 mL de meio de cultura e homogeneizados, para obtencao da diluicdo 2. O
mesmo procedimento foi realizado até a obtencédo de 5 diluicbes. Observa-se 0 processo
através da Tabela 2 abaixo. As concentracbes assim obtidas, considerando-se a

concentracao inicial em mg/mL no extrato bruto, encontram-se na Tabela 3.

Tabela 2 — Procedimento de dilui¢cdo realizado nas oito amostras da familia Myrtaceae estudadas.

DILUICOES AMOSTRAS CALDO MUELLER- DMSO VOLUME FINAL
HINTON
1 2,5ml de extrato 2.0ml 0,5ml 5,0ml
bruto
2,5ml do total da

2 diluigao 1 2ml - >om

3 2,5m_| d_o:[otal da 2.5ml - 5,0ml
diluicdo 2

4 2,5m_| d_oﬂtotal da 2.5ml - 5,0ml
diluicdo 3

5 2,5m_| d_o:[otal da 2.5ml - 5,0ml
diluicdo 4

Discos

Para a preparacao dos discos impregnados, foi utilizada a metodologia publicada em
literatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; SILVEIRA et al., 2009), com modificacdes.
Desta forma, discos de aproximadamente 5mm de didametros foram cortados em papel de
filtro qualitativo com uso de perfurador de papel comum, e impregnados com as diluicbes-
teste dos extratos vegetais, nas concentracdes a serem testadas. Os ensaios foram
realizados com trés tempos de impregnacéo diferentes: 30 minutos (Ensaio 1); 1h30min
(Ensaio 2); e 22 horas (Ensaio 3). Os discos assim impregnados foram colocados separados
sobre placas de Petri e deixados a temperatura ambiente dentro do fluxo laminar para

secagem.

Em cada placa de Petri inoculada, distribuiram-se igualmente, com auxilio de uma

pinca estéril, cinco discos na sua superficie, de maneira que os diametros de centro para
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centro ndo excedessem 30mm. Cada disco foi depositado na superficie do meio fazendo

uma leve pressao sobre eles para melhor aderéncia e fixacao.

Foram utilizadas trés placas (ensaios em triplicata), depositando, alternadamente, os
discos referentes a diluicdo sendo testada, correspondendo a cada extrato obtido das
espécies e devidamente identificadas. Posteriormente, as placas foram incubadas a 35°C
por 24h, sendo realizada uma leitura de controle ap6és 18h de incubacéo, com a finalidade
de analisar se a placa foi satisfatoriamente semeada, se o in6culo era correto e os halos de

inibicéo resultantes foram uniformemente circulares.
Leitura dos halos de inibicéo

Apbs 24 horas de incubacdo, cada placa foi examinada e os halos medidos em
milimetros usando um paquimetro que foi encostado na parte de tras da placa de Petri
invertida, inspecionado cuidadosamente usando luz transmitida para identificar a presenca
de pequenas coldnias ou de algum crescimento dentro do halo de inibicdo, sendo este
medido incluindo o disco de papel de filtro.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As diluicdes-teste utilizadas nos ensaios estéo apresentadas na Tabela 3. Os valores
de concentracao referem-se a concentragdo do extrato bruto considerando o peso inicial das
folhas secas pulverizadas que sofreram a extragdo; portanto, um valor de 86,40 mg/mL
significa que 86,40 mg de folhas secas pulverizadas extraidas, conforme metodologia
descrita anteriormente, em volume de solvente hidroetandlico equivalente a 1mL,
forneceram o resultado apresentados. Note-se que, devido a quantidade irregular de
material vegetal disponivel para os ensaios, as diluicbes de cada amostra ndo apresentam
correspondéncia de uma para outra; por exemplo, a amostra D encontra-se muito mais

concentrada do que a amostra H, mesmo em diluicdes metodologicamente equivalentes.

O uso de DMSO como co-solvente foi necessario devido a precipitacdo das
amostras, quando muito concentradas, apés diluicdo em caldo Mueller-Hinton puro. Na
proporcdo de co-solvente utilizada para o preparo das diluices (10% v/v), os resultados
obtidos com a Diluicdo 1 devem ser observados com cuidado, pois a concentracdo de
DMSO encontra-se muito proxima ao limite de tolerancia de S. aureus, de 11% (JORGE et
al., 2009); da mesma forma, a concentracdo de etanol (solvente de extracdo) ainda é alta
nesta primeira diluicdo (25%). A presenca em conjunto destes dois solventes possivelmente
influencia a atividade inibitéria, podendo levar a resultados falso-positivo. Desta forma,

optou-se por descartar resultados de inibicdo para esta primeira diluicdo-teste na analise de
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resultados. A Tabela 4 apresenta as concentracdes, em porcentagem, de DMSO e etanol

presentes em cada diluicao realizada.

Tabela 3 — Concentracdes do extrato bruto inicial e das diluicées-teste utilizadas nos ensaios. (A) cf.
Neomitranthes sp. Kausel ex D.Legrand; (B) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (C) Siphoneugena cf. reitzii
D.Legrand; (D) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F)
Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp.
DC.

AMOSTRA | CONCENTRAGAO | DiLUICAO1l | DiLuicAo2 | DiLuicAo3 | DiLUICAO4 | DILUICAO S

EXTRATO BRUTO (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
A 172,79 86,40 43,20 21,60 10,80 5,40
B 143,03 71,52 35,76 17,88 8,94 4,47
C 163,83 81,92 40,96 20,48 10,24 5,12
D 200,00 100,00 50,00 25,00 12,50 6,25
E 103,66 51,83 25,92 12,96 6,48 3,24
F 362,23 181,11 90,56 45,28 22,64 11,32
G 225,09 112,54 56,27 28,14 14,07 7,03
H 98,52 49,26 24,63 12,32 6,16 3,08

Tabela 4 — Concentracao (em porcentagem) de solvente de extracéo (etanol) e co-solvente (DMSO)
nas diluicGes testadas.

CONCENTRAGAO (%) NAS DILUICOES

SOLVENTE
1 2 3 4 5
ETANOL 25,0 12,5 6,25 3,13 1,56
DMSO 10,0 5,0 2,5 1,25 0,63

As leituras dos halos de inibicdo foram padronizadas para ap0s 24 horas de

incubacao, por questdo de logistica de uso do laboratorio.

Foram realizados trés tipos de ensaios, cada um em triplicata, com o objetivo de se
determinar o grau de influéncia do tempo de impregnacdo dos discos nos extratos, nas
diluicbes testadas, sobre os resultados. Os tempos de impregnacdo testados foram de
30min (Ensaio 1); 1h30min (Ensaio 2); e 22h (Ensaio 3). A impregnacdo dos discos por
apenas 30 minutos mostrou ser insuficiente, com auséncia de formacdo de halo mesmo
quando se espera uma inibicdo, minima que seja, devido & presen¢ca de DMSO e etanol. Os
resultados consolidados dos demais ensaios sao apresentados na Tabela 5 e Tabela 6 a

seqguir.

No ensaio com tempo de impregnacédo de 1h30min (Tabela 5) houve a presenca de

halos de inibicdo em praticamente todas as amostras testadas, porém concentradas nas
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duas primeiras diluicdes, ou seja, na presenca de concentracdo maior do extrato. O ensaio
com tempo de impregnacdo de 22h (Tabela 6) mostra uma sensibilidade maior, refletido
tanto no maior didmetro dos halos de inibicdo, como na detec¢cdo de inibicdo em
concentra¢cdes mais diluidas das amostras. As Tabela 7 e Tabela 8 trazem detalhadas as

diluicBes onde foram detectadas a inibicdo do crescimento bacteriano.

Tabela 5 — Diametro médio (mm) dos halos de inibicdo com impregnacédo de 1h30m (Ensaio 2). (A) cf.
Neomitranthes sp. Kausel ex D.Legrand; (B) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (C) Siphoneugena cf. reitzii
D.Legrand; (D) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F)
Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp.
DC.

AMOSTRAS Duuigho

1 2 3 4 5
A 11,72 10,94 -- -- --
B 10,70 - - - -
C 11,30 9,94 - - -
D 11,76 10,10 - - -
E - - - - -
F 10,60 10,54 10,26 - -
G 9,80 9,00 8,80 - -
H 11,0 10,70 - - -

Tabela 6 — Didmetro médio (mm) dos halos de inibicdo com impregnac¢éo de 22h (Ensaio 3). (A) cf.
Neomitranthes sp. Kausel ex D.Legrand; (B) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (C) Siphoneugena cf. reitzii
D.Legrand; (D) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F)
Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp.
DC.

AMOSTRAS DlLUIGAO

1 2 3 4 5
A 12,46 10,78 — - -
B 12,26 10,16 - - -
C 10,64 10,70 — - -
D 14,52 13,26 11,8 12,22 -
E 10,54 = = - -
F 12,28 11,24 10,88 10,36 -
G 12,18 10,72 11,14 = =
H 11,76 10,90 - - -

Comparando-se os tempos de impregnacgao, é possivel perceber que a sensibilidade
€ maior no tempo de 22h, sendo possivel a deteccdo de inibigho em amostra em
concentracdes a partir de 12,5 g/mL (amostra D), contrastando com a menor concentragdo

de 50 mg/mL para a mesma amostra quando o disco € impregnado por 1h30min. Este € um
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fator importante neste estudo preliminar, pois a concentracdo das possiveis substancias
com atividade antibacteriana é muito pequena no extrato bruto, o que leva a necessidade de

métodos que apresentem sensibilidade para deteccéo de atividade.

Tabela 7 — Concentracao em mg/mL das amostras apresentando halos de inibicdo no Ensaio 2
(impregnacao de 1h30min). (A) cf. Neomitranthes sp. Kausel ex D.Legrand; (B) Myrcia splendens
(Sw.) DC.; (C) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (D) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (E) Myrcia
hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf.
reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

CONCENTRAGAO (Mmg/mL) NAS DILUICOES

AMOSTRA

1 2 3 4 5
A 86,40 43,20 - - -
B 71,52 -- - - -
C 81,91 40,96 -- - -
D 100,00 50,00 - - -
E - - - - -
F 181,11 90,56 45,28 -- -
G 112,54 56,27 28,14 -- --
H 49,26 24,63 - - -

Tabela 8 — Concentracdo em mg/mL das amostras apresentando halos de inibicdo no Ensaio 3
(impregnacéo de 22h). (A) cf. Neomitranthes sp. Kausel ex D.Legrand; (B) Myrcia splendens (Sw.)
DC.; (C) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (D) Myrcia splendens (Sw.) DC.; (E) Myrcia hartwegiana
(O.Berg) Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii
D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

CONCENTRAGAO (mg/mL) NAS DILUIGOES

AMOSTRA

1 2 3 4 5
A 86,40 43,20 -- -- --
B 71,52 35,76 -- -- --
C 81,91 40,96 -- -- --
D 100,00 50,00 25,00 12,50 --
E 51,83 == == == ==
F 181,11 90,56 45,28 22,64 --
G 112,54 56,27 28,14 = =
H 49,26 24,63 -- -- --

Analisando o0s resultados, percebe-se que praticamente todos os extratos
apresentam alguma atividade inibitéria, em diferentes concentracdes. O melhor potencial
antibacteriano é apresentado pela amostra D (Myrcia splendens (Sw.) DC.), com formacgé&o
de halo de inibicAo a uma concentracdo de 12,50 mg/mL de folhas pulverizadas. Esta

espécie € a mesma da amostra B, que apresentou halo em uma concentracdo de 40,96
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mg/mL mas com concentracdes maiores de co-solvente e solvente de extracdo (5% e
12.5%, respectivamente). A diferenca nos resultados pode ser devida tanto a diferenca na
amostragem (o individuo B teve coleta menor devido as condi¢cbes da planta), como ao fato
de, por serem individuos diferentes, poderem apresentar constituicdo quimica individual com
diferencas suficientes para apresentar resultados diversos neste tipo de ensaio preliminar.
N&do se podem descartar também interferéncias decorrentes do processo de secagem e

extracdo das amostras.

As amostras C e G referem-se ao mesmo individuo, Siphoneugena cf. reitzii D.
Legrand, amostrado em épocas diferentes, sendo a amostra C proveniente de uma coleta
de seca e G, coleta de periodo chuvoso. A diferenca nos resultados poderia ser creditada,
neste caso, a diferenca em composi¢cdo quimica decorrente das variagbes sazonais, pois
sabe-se que as condi¢cdes climaticas podem influenciar a formacdo de metabdlitos
secundarios nas plantas (REIS, MARIOT, 2002).

Observou-se em ensaios realizados por outros membros do grupo de pesquisa, em
seus respectivos projetos que utilizaram as técnicas de difusdo em poco e de determinacéo
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicdo, que existe um problema de
solubilidade das amostras em caldo Mueller-Hinton mesmo na presenca de co-solvente.
Embora o mesmo problema nao tenha sido observado no método de difusdo em discos
durante o periodo de impregnacdo dos discos, € um ponto a ser considerado em futuras

investigacoes.

5. CONSIDERACOES FINAIS

e O tempo de impregnacao dos discos influencia os resultados, sendo que o maior

tempo testado (22h) levou aos resultados de maior sensibilidade;

e Os resultados mostraram que existe atividade antimicrobiana detectavel de todas
as amostras contra cepas selvagens de S.aureus; ensaios de determinacéo de
Concentracao Inibitéria Minima realizados no escopo do projeto MackPesquisa n°®
171035 (SONEHARA et al., 2018) confirmaram esta atividade, concluindo-se que
os ensaios de difusdo em disco podem ser utilizados em uma triagem preliminar

de extratos vegetais;

e A espécie Myrcia splendens (Sw.) DC. apresenta os resultados mais promissores
nestes testes preliminares, seguida por Neomitranthes capivariensis (Mattos)
Mattos;
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e A espécie Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand apresenta resultados de inibicdo
diferentes conforme a época de coleta, sugerindo a influéncia das condicbes

climaticas sobre sua composicéo quimica;

e Sugerem-se estudos mais aprofundados de atividade antimicrobiana das
espécies Myrcia splendens (Sw.) DC. e Neomitranthes capivariensis (Mattos)
Mattos.
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