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RESUMO

A bactéria Staphylococcus aureus é amplamente estudada relativo a sua resisténcia e
acometimento em infec¢cGes nosocomais. Por outro cenario, Syzygium cumini é uma planta
com ampla disponibilidade territorial no estado da Bahia, tendo os seus metabolitos
secundarios ja classificados na literatura, com potencial atividade bactericida. O presente
estudo objetivou investigar as propriedades antibacterianas do S. cumini contra S. aureus, por
meio do extrato etanolico e submetido ao teste de difusdo em meio solido, tendo o halo de
inibicdo do ciprofloxacino uma referéncia tocante ao tamanho de sua inibicdo, como sendo
um grupo controle. Promoveu-se a extragdo de metabdlitos secundarios por meio do extrato
bruto macerado alcodlico, em que posteriormente foi testado em uma mostra ATCC 29213
por meio do teste de difusdo em meio s6lido. Ocorrido a extracdo, foi obtido o rendimento
do material final de 12,8%. Observou-se que o0 extrato propiciou a formacao de halos de
inibicdo em concentragdes de 100%, 95%, 90% e 80%, com didmetros variando
aproximadamente entre 12 mm a 15 mm, entre 0s grupos amostrais. Esses resultados sugerem
a efetividade do extrato contra S. aureus, ressaltando seu potencial antimicrobiano.
PALAVRAS-CHAVE: Antibacteriano; Perfuracdo; Teste de Difusdo; Halo de Inibicéo;
Metabolitos Secundérios.

ABSTRACT
The bacterium Staphylococcus aureus is widely studied for its resistance and involvement
in nosocomial infections. On the other hand, Syzygium cumini is a plant that is widely
available in the state of Bahia, and its secondary metabolites have already been classified in
the literature as having potential bactericidal activity. The aim of this study was to investigate
the antibacterial properties of S. cumini against S. aureus, using the ethanolic extract and
subjecting it to the solid medium diffusion test, with the inhibition halo of ciprofloxacin as
a reference for the size of its inhibition, as a control group. The extraction of secondary
metabolites was carried out using the crude alcoholic macerated extract, which was then
tested on an ATCC 29213 sample using the solid medium diffusion test. After extraction, a
yield of 12.8% was obtained from the final material. It was observed that the extract led to
the formation of inhibition halos at concentrations of 100%, 95%, 90% and 80%, with
diameters varying approximately between 12 mm and 15 mm between the sample groups.
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These results suggest that the extract is effective against S. aureus, highlighting its
antimicrobial potential.
KEYWORD: Antibacterial; drilling; the solid medium diffusion test; Inhibition Halo;
Secondary Metabolites.

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana representa um desafio global para a salde e requer uma
abordagem urgente e abrangente. De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Salde® a
resisténcia aos microrganismos coloca em perigo a eficacia de terapéuticas, onde o impacto
é especialmente sentido entre as comunidades mais carentes. Apesar disso, hd uma clara
evidéncia de que os custos associados as infec¢Bes hospitalares aumentam consideravelmente
no tratamento de pacientes que contraem infeccdes relacionadas a assisténcia em salde, tanto
em termos diretos quanto indiretos?,

Entre os micro-organismos resistentes mais preocupantes no Brasil, esta S. aureus,
uma bactéria comumente associada a infeccGes hospitalares®. Ela é uma bactéria Gram-
positiva, anaerébia facultativa, que possui habitat natural na pele humana e na regido
nasofaringea®®.

Essa bactéria representa grande ameaca a saude humana, capaz de causar uma
variedade de infeccBes que vao desde condicBes superficiais da pele até doencas graves e
potencialmente fatais®. Desse modo, é importante destacar que, devido as condicBes de
resisténcia as suas estirpes, como por exemplo S. aureus resistente a meticilina, também
chamada de MRSA, acarreta em um dificil tratamento em casos de infecces, principalmente
no ambito hospitalar’. Além disso, em razdo da sua contaminagdo por meio das mucosas,
essa bactéria possui facil processo hematotissular, ocasionando infeccdo generalizada e
levando o paciente a sepse, condigdo essa de importancia hospitalar grave®?®.

Um agente utilizado contra grandes classes de bacterias é o ciprofloxacino. Ele é um
antibiotico que pertence a familia das fluoroguinolonas, cujo mecanismo de agdo consiste em
bloquear a atividade das enzimas DNA girase e topoisomerase 1V, acarretando na interrupgao
do processo de crescimento das bactérias e, eventualmente, a sua morte celularl®, Esse
farmaco demonstrou eficacia contra uma vasta variedade de bactérias tanto Gram-positivas,

quanto Gram-negativas't. Com isso, o controle da liberagdo de medicamentos, os programas
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de gestdo de antibidticos tém avaliado outras condutas que sd@o fundamentais ao cuidado a
salide?,

Todavia, apesar dos esforgos continuos da comunidade cientifica, a descoberta de
novos agentes antimicrobianos capazes de combater cepas tem sido uma tarefa ardua. Nesse
contexto, surge Syzygium cumini, popularmente conhecido como Jambo, uma espécie de
vegetal encontrada em abundancia na regido da Bahia e no extremo sul baiano, como um
potencial bactericida. Caracterizado por Steiner, Zuffo e Zoz!3, S. cumini é uma arvore
frutifera e florida da familia Myrtaceae, comumente conhecido, como Jameldo ou Jambo.
Essa planta possui quatro principais classes de polifenois detectados, sendo elas acidos
fendlicos, flavonoides, lignanas e estilbenos, aléem de outros compostos como taninos
hidrolisaveis e condensados, a depender da época de colheita'**®. Os flavonoides e taninos
s&0 os principais compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana de S. cumini?®.

Nesse sentido, no contexto de extracdo desses metabolitos secundarios, os principais
solventes, de acordo com escala crescente de polaridade, sdo os etanol e metanol para
heterosideos em geral; solugBes hidroalcodlicas e solucbes aquosas acidificadas para
heterosideos em geral, saponinas e taninos e solucBes aquosas alcalinizadas para
alcaloides'”8,

A vista disso, este estudo objetivou avaliar a acdo antibacteriana do extrato de
Syzygium cumini, contra Staphylococcus aureus ATCC 29213. Especifica-se avaliar o
potencial bactericida do extrato etan6lico do Syzygium cumini por meio do teste de difusdo
em meio sélido e comparar o halo de inibi¢cdo produzido ao grupo controle, utilizando o

ciprofloxacino.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Analises Clinicas e
Multidisciplinar da Unesulbahia Faculdades Integradas do Extremo Sul, municipio de
Eunépolis, no estado da Bahia.

As folhas e os caules do S. cumini foram coletados na Saida do Contorno, 252, no

municipio de Porto Seguro, no estado da Bahia, no més de abril.
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Foi promovido a higienizacdo com hipoclorito de sédio a 2,5%, na proporc¢do de 1 L
de &gua potavel para 50 mL de hipoclorito de sodio. Posteriormente a higienizacdo, foram
congelados a -18°C, de acordo com Oliveira e colaboradores'* e Hornes e Pinheiro®®, até o
periodo de preparo do extrato. As amostras foram armazenadas em sacos ziplock e
conduzidas ao Laboratorio de Analises Clinicas e Multidisciplinar da Unesulbahia
Faculdades Integradas, para higienizagdo e acondicionamento, como mostrado na Figura 1 e
2.

Figura 1. Secagem das folhas e caules
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Figura 2. Acondicionamento das folhas e caules do jambo higienizados em ziplock.
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Apbs 5 dias de armazenamento, as folhas e os caules foram descongelados em
temperatura ambiente, pesadas e maceradas em cadinhos, 49,02 g de folhas e caules do S.
cumini, onde posteriormente a maceracao, foi-se transferido o extrato para um erlenmeyer de

1000 mL e adicionou-se 500 mL de alcool etandlico a 70%.
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O extrato alcoolico foi armazenado em frasco ambar a temperatura ambiente por 72
horas. Apos esse periodo, o extrato foi filtrado em gaze, com auxilio de um funil e transferido
para outro erlenmeyer de 1000 mL e submetido a 85°C até a evaporagdo completa do extrator.

Inicialmente, utilizou-se uma cepa isolada da bactéria Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e a submeteu a0 método de repique em Agar Sangue, a fim de garantir a manutencao
da cultura. Passados 48 horas incubada a 37°C, foi realizada a suspensao dessa bactéria em 4
mL de solucgdo salina estéril a 0,85%. Apds 15 minutos de imersdo, foi utilizado uma placa
de petri de 100 de diametro e 20 de largura, enriquecida com o meio de cultura Agar Mueller-
Hinton, o qual foi promovido o semeio dentro da capela de fluxo laminar Outletlab,
utilizando um swab estéril que foi submerso na solucdo salina e em seguida iniciou-se o
método de plaqueamento por esgotamento na placa controle. Passados 15 minutos para que
0 meio de cultura absorvesse a solucdo salina, foi depositado o disco de ciprofloxacino a 5
mcg da marca CECON, no meio da placa com o auxilio de uma pinca estéril?.

J& para as placas teste, foram promovidos mais 4 semeios em 4 placas separadas, da
mesma forma como descrito no paragrafo acima.

Em seguida, foram cavados pocos de cerca de 8 mm de diametro no meio de cada
placa teste e depositado 50ul do extrato a 100% na placa A, 50pl do extrato a 95% na placa
B, 50ul do extrato a 90% na placa C e 50ul do extrato a 80% na placa D, como representados
na Figura 3. Apos isso, todas as placas foram colocadas para incubagdo em estufa a 37° C,
por 24 horas. Esse procedimento foi feito em triplicatas para garantir a reprodutibilidade

deste estudo.
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Figura 3. Fluxograma do procedimento de deposito do extrato (EXT) nas placas para o teste
de difusdo em meio sélido e suas diluicbes com agua destilada (AD).
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Os diametros dos halos de inibicdo foram medidos em milimetros com o auxilio de
uma régua e interpretados de acordo com os pontos de corte estabelecidos nas Tabelas de
Pontos de Corte?!,

As analises estatisticas foram feitas por meio de célculos matematicos, como para o
calculo de rendimento, de massa fresca, massa seca, ANOVA e Tukey. Foi utilizado o nivel
de significancia de 5% (a=0,05).

RESULTADOS

Tendo em vista o rendimento do extrato, € importante ressaltar que o resultado obtido
pela extracdo é principalmente influenciado pelo método utilizado, com especial énfase no
tipo de solvente!®. Entende-se assim que é fundamental escolher com cuidado os
procedimentos e condi¢Bes para maximizar o rendimento da extracéo.

Apds promover a filtragem do extrato, percebeu-se uma perda da quantidade de

amostra vegetal bruto. Ao submeter o extrator a evaporacdo, observou-se um rendimento
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baixo do conteldo extraido. Os resultados dos calculos da massa fresca, massa seca,

percentual de perda de 4gua e rendimento final do extrato estdo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos resultados do extrato etandlico do Syzygium cumini.

Espécie Mf Ms PA Rendimento
(9) @ (%) (%)
Syzygium cumini 49,02 6,28 87,18 12,8

Legenda: Compreende-se Mf como massa fresca; Ms como massa seca; PA como perda de agua

Foram realizados quatro tipos de concentragdes do extrato. Destaca-se a coloragdo
levemente amarelada devido a absorcéo da cor esverdeada do extrato pelo meio de cultura
Muller-Hinton. Além disso, pode-se identificar halos formado ao redor do depdsito do extrato
em todas as concentracdes, como observado na Figura 4. Observa-se, também, o halo

formado grupo controle na Figura 5.

Figura 4. Apresentagdo dos halos, onde pode-se observar as placas A, B, C e D, com
concentracdes do extrato em 100%, 95%, 90% e 80%, respectivamente.

=

Figura 5. Imagem do halo promovido pelo grupo controle.
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A analise de variancia (ANOVA), as médias e Tukey, com intervalo de confianca,

das triplicadas estéo dispostas nas Tabelas 2.

Tabela 2. Intervalo de Confianca (95%) para cada grupo.

Grupo X S SE IC 95%
(mm) (mm) (mm) (mm)
Controle 18,33 0,57 0,33 18.33+1,43
A 13,33 1,15 0,66 13,33 £ 2,77
B 15,33 1,15 0,66 15,33 £ 2,77
C 14,00 2,00 1,15 14 + 4,97
D 12,67 1,15 0,66 12,67 + 2,86

Legenda: Entende-se X como média; S como desvio padrdo; SE como erro padréo; IC intervalo de
confianca.

Os resultados obtidos para o halo de inibi¢do mostram uma variagdo significativa
entre o grupo controle e os grupos amostrais A, B, C e D. O grupo controle apresentou um
halo de inibicdo de 18,33 mm. Em contraste, 0s grupos amostrais A, B, C e D apresentaram
halos de inibicdo de 13,33 mm, 15,33 mm, 14,00 mm e 12,67 mm, respectivamente. Ainda,
a placa controle demonstrou halos de inibicdo dentro dos parametros de sensibilidade,
presentes na tabela de pontos de corte?.

Analisando o IC do grupo A, B e D pode-se perceber que esse intervalo indica que a
média verdadeira do tamanho do halo de inibicdo para o extrato a 100%, 95% e 80%,
respectivamente, estdo contidas nesse intervalo. Nesse sentido, as suas médias observadas
estdo proximas do centro do intervalo, o que se sugere que o0s dados sdo consistentes e ha
pouca variabilidade interna.

Ja o IC do grupo C mostra que é mais amplo que os dos grupos anteriores, indicando
maior variabilidade nos dados. A vista disso, a média observada esta no centro do intervalo,
mas a ampla variabilidade sugere que os dados sejam mais dispersos. No geral, os IC indicam
que ndo ha diferengas estatisticas significativas entre as médias grupais. Todavia, ao
comparar diretamente seus intervalos aos grupos, ha diferenca significativa. O intervalo de

confianca calculado entre os grupos esta presente na Tabela 3.
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Tabela 3. Intervalo de confianca entre 0s grupos.
A-B A-C A-D B-C B-D C-D
IC 461+ -490+ -195+ -290 005+ -290%
0,61 3,56 327 6,56 5,27 6,56
Legenda: Entende-se IC como intervalo de confian¢a; A-B como as placas A e B; A-C como as placas

Ae C; A-D como as placas A e D; B-C como as placas B e C; B-D como as placas B e D; C-D como
as placas C e D.

Nesse contexto, IC dos grupos A-B, A-C, A-D, B-C e C-D incluiram zero, indicando
que as diferencas nas médias dos halos de inibi¢do entre esses grupos ndo sao estatisticamente
significativas. Em vista disso, sugere-se que as diferentes concentracdes do extrato nao
diferem em sua eficacia inibitoria.

Entretanto, o IC dos grupos B-D ndo inclui zero, indicando que ha uma diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de seus grupos, o0 que se sugere que o halo
promovido pelo extrato a 95% pode ser mais maior que o halo promovido pelo extrato a 80%.

Tendo em vista que o valor de p foi muito pequeno, igual a 0,00067, rejeitamos a
hipGtese nula, significando dizer que ha uma diferenca significativa entre as médias dos
grupos A, B, CeD.

Tambeém, os ensaios demonstraram que o extrato etanélico de S. cumini a 100%, 95%,
90% e 80%, formaram halos de inibi¢do contra a bactéria S. aureus. Todavia, seu diametro
ndo foi superior ao didmetro observado em comparacao a placa controle, a qual continha

disco-difuséo de ciprofloxacino.

DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a eficiéncia antimicrobiana do extrato etandlico do
Syzygium cumini, com foco na sua atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus. Foi
observado que o extrato mostrou um potencial bactericida, visto que promoveu halo de
inibicdo. Esse patogeno gera um desafio referente ao seu controle e resisténcia aos
antimicrobianos. Promover o seu controle por meio de agentes organicos € um passo inicial
para a viabilidade desse combate. Os resultados desta pesquisa sugerem ser promissor, Vvisto
que sua inibicio comparada aos estudos anteriores de Haque et al. 2 ¢ um passo frente ao

combate por meios organicos de controlar a infeccéo.
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Referente ao extrato desses metabdlitos secundarios, pode-se perceber pelos
trabalhados anteriores de Oliveira et al.}* e Pessoal®, que ndo houve diferenca sobre a
presenca da maioria dos metabdlitos secundarios nos tipos de extratos da folha do Jambo,
seja extrato aquoso ou etanolico, exceto referente as concentragdes de saponinas.

Né&o obstante, percebe-se que a producdo de metabolitos secundarios pode ser afetada
por diversos fatores, como por exemplo 0 meio interno e externo do vegetal, além de sua
espécie, estresse ambiental, no qual foi submetido seu plantio, sazonalidade e diferentes
metodologias de aproveitamento de seus compostos quimicos®. Essa compreensdo da
influéncia de varidveis ambientais e metodologicas na producdo de metabolitos secundarios
é essencial para o desenvolvimento de estratégias de cultivo e extracdo mais eficientes.

Ainda, em “pesquisas precedentes de Oliveira et al.'* fornecem varios achados
importantes com relacdo ao rendimento e a eficacia do extrato, além das variaveis observadas
em seu estudo, como a quantidade de extracdo e sua concentracdo final. Alem disso, o
percentual de perda de agua indica uma perda consideravel de material vegetal bruto, ndo sé
durante o processo de filtracdo, como também na evaporacdo do extrator, o qual é um fator
comum em extracOes etandlicas. Nesse sentido, comparados aos estudos anteriores de
Oliveira e colaboradores'®, essa diferenca observada nos rendimentos destaca a
complexidade dos processos de extracdo e a necessidade de aprimoramento das técnicas
utilizadas. Nesse contexto, ressalta-se a importancia de considerar ndo apenas a quantidade
final de extrato obtido, mas também a qualidade e a eficacia dos compostos bioativos
presentes no extrato final.

A observacdo qualitativa da promocdo do halo de inibicdo despontada pelo extrato
etandlico, sugere o potencial deste vegetal frente ao microrganismo testado. Esses resultados
destacam a importancia dos polifendis como agentes antimicrobianos promissores, com
potencial aplicacdo no desenvolvimento e novas estratégias. Em pesquisas anteriores, de
acordo com Santos et al.?* é possivel observar a agio de inibicdo, promovida pelos polifendis
do S. cumini, pelo ndo crescimento microbiano, como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Ainda, devido a volatilizacdo do alcool & 70%, sua
propriedade antimicrobiana no é um interferente?.

A efetividade da acdo antimicrobiana do extrato foi demonstrada pela medigéo da

formacgédo de halos, a qual representa a supressdo do crescimento do S. aureus. Esses
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resultados ressaltam o potencial do extrato, em que na literatura, pode-se observar
semelhancas nos resultados encontrados por Mendonga et al.3, que avaliou a diferenca de
extrato vegetal hidroalcoolico e alcoolico contra cepas de S. aureus.

Com relacdo as concentracdes utilizadas neste estudo, estatisticamente sugere uma
inibicdo bacteriana dos grupos A, B, C e D, de concentracdo 100%, 95%, 90% e 80%,
respectivamente, pelo uso do extrato vegetal. Em estudos anteriores, de acordo com Veber et
al.®”, 0 extrato possui concentragdes elevadas de taninos e flavondide, os quais promovem
a supressao bacteriana.

N&o obstante, os diametros observados nos estudos de Singh e colaboradores?® foram
aproximadamente entre 14 e 23 mm de halo de inibigcdo, com o uso de polifendis extraidos
do S. cumini. Seus resultados se equiparam com os resultados desta pesquisa, uma vez que a
menor formacédo de halo de inibi¢cdo do presente estudo foi de aproximadamente 12 mm,
porém a maior foi de aproximadamente 15 mm. Essa consisténcia nos resultados reforca o
potencial dos achados, fornecendo uma base para futuras investigacdes sobre as propriedades
antimicrobianas desse extrato.

Além disso, assim como demonstrados nos estudos de Bari et al.?’ que o vegetal
apresentou um halo de inibicdo de cerca de 15 = 0,6 mm, o presente estudo mostra que o
extrato do mesmo vegetal, em uma concentracao de 95%, apresentou um halo de inibicéo de
15,33 + 2,77 mm. Isso se da pela presenca de compostos quimicos, como dicianodecano,
fluorofenil e 3-metil-dimetilico?'. Também, foi observado a inibicio da atividade microbiana
do S. aureus e de amplo espectro a partir do extrato de polifenol do fruto, onde a zona de
inibicdo apresentou 14,3 a 23,0 mm e a concentracdo inibitéria minima apresentou 0,5 a 2,5
mg/mi®. Ainda, o extrato do Jambo possui propriedades bactericidas seletivas contra
diversos patdgenos, preservando as espécies benéficas do corpo humano??.

A zona de inibicdo apresentada em estudos anteriores, como de Haque et al.?? e Singh
et al.?® entre 14,3 a 23,0 mm. Os dados do ensaio de reducdo de metiltetrazdlio, que é um
tipo de avaliacdo da atividade metabdlica celular e da funcionalidade das mitocondrias,
revelaram uma sobrevivéncia celular superior a 50% em concentra¢Ges de extrato iguais ou
inferiores a 213,1 ug/mL?’. Além disso, a analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, confirmou a presenga de diversos compostos ativos, tais como

acido heptanodioico, ester 2-cloro-6-fluorofenil isohexilico, 1,10-dicianodecano, éster 3-
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metil-dimetilico e acido dimetilmalénico, apresentando potenciais fontes de substancias
antibacterianas, anti-biofilme e anti-QS242>%',

De acordo com a literatura de Gupta e colaboradores?®, a fracéo purificada e ativa do
extrato do S. cumini promoveu uma inibicao bacteriana de S. aureus e P. aeruginosa em até
86%. Assim como esse estudo, observou-se na presente pesquisa uma inibicéo do S. aureus,
sugerindo que em diferentes concentracdes, também pode-se observar resultados de inibicao.
A andlise estatistica promovida pela ANOVA e o teste de Tukey, reforca a validade dos
resultados obtidos e permite uma interpretacdo mais precisa do impacto do S. cumini contra
a bactéria.

Conjuntamente, os ensaios demonstraram que o extrato etandlico de S. cumini a 100,
95, 90 e 80%, formaram halos de inibi¢do contra a bactéria S. aureus. Todavia, assim como
demonstrado nos estudos de grupo controle de Santos et al.?*, os didmetros observados dos
testes do presente estudo, ndo foram superiores ao didmetro observado no controle, o qual
continha disco-difusdo de ciprofloxacino. O mecanismo de acdo desse antibiotico consiste
no blogueio da atividade das enzimas DNA girase e topoisomerase 1V, levando a interrupcao
do processo de crescimento das bactérias e, eventualmente, a sua morte celular®®,

Em suma, este estudo demonstra que o extrato etanolico do S. cumini possui um
potencial antimicrobiano promissor contra S. aureus, evidenciado pela formacao de halos de
inibicdo significativos. Apesar das perdas consideraveis de material vegetal durante os
processos de extracdo, a eficiéncia do extrato foi consistente com resultados de estudos
anteriores, destacando a importancia dos polifendis e outros compostos bioativos. A
producdo de metabdlitos secundarios, influenciada por diversas varidveis ambientais, reforca
a necessidade de aprimorar as técnicas de cultivo e extracdo para maximizar o rendimento e

a eficacia do extrato.

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etanolico do Syzygium cumini (Jambo) promove acao
inibitdria nos testes de difusdo em meio solido sobre Staphylococcus aureus. O extrato
testado na concentracdo de 95% apresentou um poder inibitério maior do que o observado

em concentracGes de 100%, 90% e 80%, indicando ser a concentracdo mais adequada
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comparativamente a esses outros grupos contendo extrato etandlico. Em geral, destaca-se o
potencial inibitério do S. cumini, porém ha a necessidade de aprimoramento das técnicas para
melhor usufruto dos compostos bioativos e, consequentemente, melhor aproveitamento do

rendimento e avaliacdo do seu potencial.
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