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RESUMO

Introducio: A crescente resisténcia bacteriana aos antibidticos tornou-se uma ameaca a populagdo. Devido
ao avanco da fitoterapia nos ultimos anos, estudos sobre a a¢cdo antimicrobiana de diferentes bioativos tém
sido incentivados cada vez mais. De acordo com a literatura, Eugenia uniflora apresenta composi¢ao quimica
complexa e seus compostos possuem atividade terapéutica anti-inflamatoria, hipotensora, hipoglicemiante,
antipirética e antibacteriana. No prépolis, foram identificados cerca de 300 compostos relacionados a

atividades farmacolédgicas como anti-inflamatoria, antioxidante, antifingica, hepatoprotetora e antibacteriana.
Objetivo: Portanto, o trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana individual e combinada
dos extratos de E. uniflora ePropolis por checkerboard. Metodologia: Os extratos foram testados em triplicata,
frente a Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A incubacao foi realizada por 24 horas
a 35 £ 2 °C para bactérias, e 48 horas a 25 + 2 °C para o fungo. A avaliacdo dos resultados bacterianos foi
realizada empregando cloreto de trifeniltetrazdlio a 2% e a multiplicagdo fungica pela turvacdo do meio.
Resultados: Foram encontrados os valores de 62,50 e 7,81 mg/mL para C. albicans, E. coli 7,81 ¢ 3,90 mg/
mL e S. aureus 7,81 e 7,81 mg/mL, para propolis e E. uniflora, respectivamente, quando combinados. Ao
calcular o indice de concentracdo inibitoria fracional, observou-se que os valores se compreenderam entre
0,74 e 1,06, indicando que nao ocorreu interacao entre os extratos avaliados. Conclusao: Assim, apesar da
atividade antimicrobiana ja comprovada para os extratos de E. uniflora e propolis, a combinacdo dos extratos
nao apresentou efeito sinérgico nas condi¢gdes e metodologia avaliada.

Palavras-chave: Bioativos; Concentracdo inibitdria minima; Efeito sinérgico; Fitoterapia; Pitanga.

ABSTRACT

 Introduction: The growing bacterial resistance to antibiotics has become a threat to the population. Due to
the advancement of phytotherapy in recent years, studies on the antimicrobial action of different bioactives
have been increasingly encouraged. According to the literature, E. uniflora has a complex chemical
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composition and its compounds have anti-inflammatory, hypotensive, hypoglycemic, antipyretic and
antibacterial therapeutic activity. In propolis, about 300 compounds related to pharmacological activities
such as anti-inflammatory, antioxidant, antifungal, hepatoprotective and antibacterial were identified.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the individual and combined antimicrobial activity
of E. uniflora and Propolis extracts by checkerboard. Methodology: The extracts were tested in triplicate
against Candida albicans, Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Incubation was carried out for
24 hours at 35 + 2 °C for bacteria, and 48 hours at 25 + 2 °C for the fungus. The evaluation of bacterial
results was performed using 2% triphenyltetrazolium chloride and fungal multiplication by turbidity of the
medium. Results: Values of 62.50 and 7.81 mg/mL were found for C. albicans, E. coli 7.81 and 3.90 mg/
mL and S. aureus 7.81 and 7.81 mg/mL, for propolis and E. uniflora, respectively, when combined. When
calculating the fractional inhibitory concentration index, it was observed that the values were between
0.74 and 1.06, indicating that there was no interaction between the evaluated extracts. Conclusion: Thus,
despite the antimicrobial activity already proven for the extracts of E. uniflora and propolis, the combination
of extracts did not present a synergistic effect under the conditions and methodology evaluated.

Keywords: Bioactive; Minimum inhibitory concentration; Synergistic effect; Phytotherapy; Pitanga.
1 INTRODUCAO

O género Eugenia, pertencente a familia Myrtaceae, contém mais de 500 espécies, das quais cerca
de 400 estao localizadas no Brasil. Neste género se destaca a EFugenia uniflora L., popularmente conhecida
como pitangueira, um arbusto ou arvore semidecidua, de 4 a 10 m de altura, copa estreita, e tronco liso de
cor pardo clara. As folhas sdo simples, cartaceas, de 3 a 7 cm de comprimento, com aroma caracteristico. As
flores sdao de cor branca, solitarias ou em grupos de 2-3 nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os frutos
possuem forma drupa, globosos e sulcados, brilhantes e de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa
carnosa e agridoce, contendo de 1 a 2 sementes (LORENZI e MATOS, 2002).

E. uniflora foi incluida na medicina popular pelos indios da tribo Guaranis no século XV. As folhas
da pitangueira sao utilizadas popularmente na forma de infusdo ou decocg¢ao, para auxilio na diurese, bem
como para fins preventivos e para tratamento de doencas como hipertensao, desordens gastricas e digestivas
(CARVALHO; DE ALMEIDA SANTOS; DE CARVALHO SANTOS, 2016).

De acordo com a literatura, E. uniflora apresenta composicdo quimica complexa tanto nos
frutos quanto nas folhas. Seus compostos estao relacionados a atividades terapéuticas ja comprovadas
cientificamente, destacando-se as acgdes anti-inflamatéria, hipotensora, hipoglicemiante, antipirética e
antibacteriana (TAUFNER; FERRACO; RIBEIRO, 2006; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR,
2011; BESCHORNER e BUNDCHEN, 2020).

A utilizagao medicinal do prépolis vem sendo descrita desde, pelo menos, 300 a.C., pelos assirios,
gregos, romanos, incas e egipcios, e se estendendo até a contemporaneidade. O uso do propolis € antigo,
especialmente na medicina tradicional, sendo hoje um produto apicola de amplo uso em todo o mundo
(DOS SANTOS LOIOLA; ETHUR; WEBER, 2020).

A palavra propolis € derivada do grego, sendo que, ‘Pro’ significa “na frente de” e ‘polis’ significa
‘comunidade’ ou ‘cidade’, o que remete a substincia de defesa da colmeia. E coletada por abelhas operarias,
a partir de grandes secregdes resinosas de plantas, como mucilagem, gomas, resinas e trelicas, e de botoes
de folhas de espécies diferentes de plantas como palmeira, pinheiro, amieiro, choupo, faia, conifera e bétula,

e posteriormente misturados com secrecdes salivares e enzimaticas (ANJUM et al., 2019).
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J4 foram encontrados e identificados cerca de 300 compostos em diferentes amostras de propolis
relacionados a diversos beneficios, dentre eles: ésteres de acidos fenolicos, flavonoides, terpenos,
b-esteroides, alcoois e aldeidos aromaticos, sesquiterpenos, naftalenos, dentre outros (DOS SANTOS
LOIOLA; ETHUR; WEBER, 2020).

Devido a diversidade de compostos, hd uma variedade de atividades farmacoldgicas relatadas,
como anti-inflamatoria, anestésica, antioxidante, antitumoral, anticancer, antifingica, antiprotozodria,
hepatoprotetora, antimutagénica, antisséptica, antiviral e antibacteriana. Estudos comprovam um grande
potencial do propolis contra diferentes tipos de microrganismos, dentre eles, parasitas, bactérias, virus e
leveduras (ALMUHAYAWI, 2020).

As infecgdes causadas por bactérias sdo um importante problema de satide publica devido a
presenca de microrganismos multirresistentes em hospitais e outros locais. A investigagdo de novas
moléculas provenientes de produtos naturais, como as encontradas nos extratos de propolis e de E. uniflora
com potencial bactericida apresenta uma infinidade de possibilidades e tem sido explorada em diferentes
cenarios (FIDELIS et al., 2022).

A necessidade de novos produtos e novas estratégias terapéuticas, associado ao avango da fitoterapia
nos ultimos anos, alavancou estudos relacionados a a¢do antimicrobiana de bioativos (DOS SANTOS
LOIOLA; ETHUR; WEBER, 2020). Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana individual e o efeito sinérgico dos extratos de Eugenia uniflora e Propolis por metodologia
de checkerboard.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtenc¢ao dos materiais
2.1.1 Eugenia uniflora

Folhas de FEugenia uniflora, previamente identificadas, foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da UNIPAR (Universidade Paranaense), campus Umuarama (Brasil), e secas em estufas com
circulacao forcada de ar a 40 °C até peso constante. Apos a secagem, foram submetidas a pulverizacdo em

moinho de facas e conservadas ao abrigo de luz e umidade até o preparo do extrato.
2.1.2 Propolis

Prépolis de Apis mellifera foi obtido diretamente de uma empresa apiaria localizada na cidade de
Maringa (-23.377195692014222, -51.937145626632656), na regido noroeste do Parand, Brasil. A amostra

foi conservada ao abrigo de luz e umidade até o preparo do extrato.
2.2 Preparo dos extratos
2.2.1 Eugenia uniflora

O material vegetal seco e moido (100 g) foi submetido ao processo de extragdo por infusdo em 1

L de agua fervente. A extracdo foi realizada por 5 horas, para que o meio extrator atingisse a temperatura
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ambiente. O residuo solido foi separado por filtracdo e o extrato obtido foi concentrado em evaporador
rotatdrio até um volume de 200 mL. O produto obtido foi tratado em propor¢do 1:3, ou seja, 600 mL de
etanol para 200 mL do infuso, para a precipitagdo de proteinas e polissacarideos. Dessa forma foi obtido um
precipitado etanolico do infuso (PEI), que foi descartado, e um sobrenadante etandlico do infuso, o qual foi
liofilizado e armazenado em freezer (-20 °C) até a sua utilizagao (LORENZI e MATOS, 2002).

2.2.2 Propolis

Preparou-se o extrato contendo 30% (p/p) de propolis em etanol 96 °GL. Para tanto, 300 g de propolis
foram acondicionados em turbo extrator e a massa foi completada para 1000 g com alcool, permanecendo
em repouso durante 24 horas. Transcorrido o periodo, a massa volatilizada foi novamente reposta com o
mesmo solvente, e o material submetido a turbo extragao durante 15 minutos. O extrato foi submetido a
refrigeragdo (8 °C) por 1 hora e em seguida filtrado sob vacuo, acondicionado em frasco de vidro ambar
com batoque interno de vedacao e tampa rosca (BRUSCHI et al., 2002; BRUSCHI, 2006).

2.2.3 Avaliacao fitoquimica preliminar

Foram realizadas as andlises para a determinacdo de saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos e

antraquinonas conforme as metodologias descritas pela Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009).
2.2.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada para os extratos de E. uniflora e propolis,
isolados e combinados, em caldo infusdo cérebro coragao (BHI), pela técnica de checkerboard em
microplacas de 96 pocos, frente os microrganismos Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A concentracao inicial de trabalho foi definida em
1.000 mg/mL de cada extrato. A incubagao foi realizada por 24 horas a 35 + 2 °C para as bactérias, € para o
fungo, por 48 horas, a 25 + 2 °C. A avaliagao dos resultados bacterianos foi realizada empregando cloreto
de trifeniltetrazolio a 2%. J4 a multiplicacdo fingica foi avaliada pela turvagdo do meio (ENDO, 2007).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
2.2.5 Determinagio do Indice da Concentracéo Inibitéria Fracionaria (FICI)

Dentre os métodos existentes para calcular as interacdes entre substancias ativas, utilizou-se o Indice

da Concentracao Inibitoria Fraciondria (FICI), descrito por Segatore ef al. (2012), o qual:
FICI = FIC4+ FICg = (CIMyg ~ CIM,) + (CIMg, + CIMg)

Onde, CIM, e CIM,; sdo as CIMs das substancias ativas A ¢ B quando agem isoladamente, enquanto
CIM,, e CIM,, sdo as CIM das substancias ativas A ¢ B quando agem em combinagdo. A atividade
combinada das substancias ¢ considerada sinérgica quando o FICI for < 0,5, ndo ocorre interagdo quando
0,5 < FICI £4, e antagonica quando o FICI > 4 (ODDS, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que teste fitoquimicos preliminares podem auxiliar na prospeccao das atividades bioldgicas
e farmacologicas dos extratos vegetais, a triagem para as principais classes de metabolitos secundarios foi

realizada para E. uniflora e Propolis e encontra-se representada na tabela 1.

Tabela 1: Resultados triagem fitoquimica de E. uniflora e Propolis.

Reacdes de identificacao Propolis E. uniflora
Saponinas - +
Alcaloides - -

Flavonoides + +
Taninos + +
Antraquinonas - -

(-) indica auséncia de reagdo; (+) indica a presenca de reacdo e consequentemente da classe de bioativos.

Segundo Moura et al. (2018) varios estudos demonstram a presenga de antraquinonas, esteroides,
triterpenos, heterosideos de flavonoides, de saponina e de taninos, sesquiterpenos, compostos fenolicos,
antocianinas, flavonoides e carotenoides nas folhas de E. uniflora, sugerindo assim, um importante potencial
fitoterapico a ser investigado.

Apresenga de flavonoides e taninos foi indicada por meio de reagdes colorimétricas e de precipitagao,
contudo saponinas e antraquinonas nao foram observadas em quantidades suficientes para deteccao frente
as reacdes preliminares de identificagdo, divergindo de Moura ef al. (2018). E importante enfatizar que a
presenca dos metabdlitos secundarios pode ser influenciada por diversos fatores, como condi¢des do solo,
alteragdes climaticas, presenga ou auséncia de predadores naturais e outros (COSTA; LAMEIRA, 2021),
justificando assim, resultados distintos do presente trabalho com a literatura encontrada.

Estudos anteriores ja relataram a presenca de diversos bioativos derivados de flavonoides, como
flavononas, xantonas, flavondis, chalconas e auronas, catequinas e leucoantocianidinas, em amostras
de Propolis (SILVA et al., 2018). Este resultado corrobora com os dados apresentados, onde detectou-
se a presenca de flavonoides no extrato. A presenca de flavonoides, taninos e saponinas sao indicativos
de uma possivel atividade antimicrobiana, sendo que a presenca destas classes de bioativos, em diversas
ocasioes ja foi relacionada a inibicdo de microrganismos (BAKY et al, 2021; DE ARAUJO et al., 2021;
CHUKWUDOZIE; EZEONU, 2021; KISA et al., 2022). Logo, conforme esperando, ambos os extratos

apresentaram atividade antimicrobiana (tabela 2), e o efeito da combinagao foi avaliado.

Tabela 2: Concentragdo inibitdria minima (mg/mL) ¢ indice de concentragao inibitoria fracional dos extratos de propolis ¢ E.

uni lora frente aos microrganismos testados

CIM S. aureus E. coli C. albicans
Propolis isolado 250,00 125,00 125,00

E. uniflora isolado 7,81 3,90 31,25
Propolis + E. uniflora 7,81+ 7,81 7,81+ 3,90 62,50 + 7,81
FICI 1,03 1,06 0,74

Estudos anteriores j4 haviam relatado a atividade isolada de extratos de E. uniflora e propolis
sobre diversos microrganismos. Souza et al. (2018) demonstraram que o extrato das folhas de E. uniflora
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foi capaz de reduzir a adesdo de células epiteliais orais humanas a formagao de biofilme e alteraram a
hidrofobicidade da superficie celular de C. albicans. Vica et al. (2021), atestaram a agdo antimicrobiana
de extratos de propolis, provenientes de diferentes municipios, frente aos microrganismos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans, e sugeriram que o
efeito antimicrobiano poderia ser explicado pela presenca de quercetina, e pela elevada concentragdo de
polifendis e flavonoides.

Apesar da atividade antimicrobiana ja comprovada cientificamente para os extratos isolados, ao
calcular o FICI foi observado que os valores permaneceram compreendidos entre 0,74 e 1,06, indicando
que nao ocorreu interagdo entre os extratos avaliados, ou seja, nao houve efeito sinérgico que justifique
a utilizagdo dos extratos em conjunto no intuito de potencializar a atividade antimicrobiana. Tampouco
nao foi encontrado efeito antagdnico para a combinagao, justificando que a associacao dos extratos pode

exercer efeitos complementares para o tratamento de outras patologias ja confirmadas cientificamente.

4 CONCLUSAO

Aresisténcia aos antimicrobianos ja disponiveis t€ém aumentado significativamente, sendo necessario
buscas por alternativas para solucionar esse problema. Diversos produtos de origem natural apresentam
eficacia no controle das infeccdes microbianas, o que justifica a pesquisa por novas drogas a partir de
plantas medicinais, bem como o estudo sobre o potencial efeito sinérgico de associagdes.

Verificou-se que os extratos de E. uniflora e propolis apresentaram atividade antimicrobiana frente
a S. aureus, E. coli e C. albicans como esperado, contudo, a combinac¢do dos extratos, frente as condigdes
e metodologias avaliadas, ndo apresentou efeito sinérgico que justifique a utilizacdo conjunta com objetivo
de potencializar o efeito microbicida.

Assim, espera-se conscientizar a populagdo sobre a utilizagao segura e eficaz de plantas medicinais,
bem como sobre os efeitos das associagdes, oferecendo orientagdes adequadas para o uso correto de
bioativos e fitoterapicos.
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