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Atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato aquoso de Eugenia dysenterica

contra Staphylococcus aureus

Resumo

Objetivos: Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de extrato de Eugenia dysenterica
contra Staphylococcus aureus.

Métodos e resultados: A concentragdo minima inibitoria (CMI) foi avaliada em microplacas
com extrato de E. dysenterica nas concentragdes entre 19 e 10.000 pg/mL. A concentragdo
minima bactericida (CMB) foi avaliada plaqueamento. Ja os ensaios de viabilidade foram
realizados com cupons de poliestireno, em que a contagem de células sésseis vidaveis (CCSV)
foi feita apoOs sonicagao dos cupons. A resisténcia de biofilme foi avaliada por meio CCSV apos
exposicdo a composto clorado. O extrato de E. dysenterica demonstrou atividade
antimicrobiana contra S. aureus, com CMI de 156 e 313 pg/mL, e CMB de 313 e 625 pg/mL.
A atividade antibiofilme também foi observada, em presenca de concentragdes inibitorias e
subinibitdrias. Mesmo quando a CCSV era similar, o extrato reduziu a resisténcia do biofilme
a compostos clorados.

Conclusao: O extrato de E. dysenterica reduziu o crescimento e a formagao de biofilme de S.
aureus, além de promover maior sensibilidade do biofilme a compostos clorados.

Significado e impacto do estudo: O potencial antimicrobiano e antibiofilme do extrato de E.
dysenterica pode auxiliar no controle de S. aureus, em diferentes areas como industria

alimenticia e médica.

Palavras chave: Biofilme, Extratos vegetais, Antimicrobianos naturais.



Introducio

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria encontrada na mucosa e pele de animais,
inclusive humanos (Pal et al. 2020). Este micro-organismo atua como agente etiologico de
diversas patologias, com gravidade variavel, tais como espinhas, abscessos cutaneos,
pneumonia, infeccdes do sistema nervoso central, infec¢des relacionadas a dispositivos
médicos, septicemia, endocardite infecciosa, osteomielite, artrite séptica e fascite necrosante
(Jenul e Horswill 2019; Schilcher e Horswill 2020; Tigabu e Getaneh 2021). A diversidade de
infec¢des relacionadas ao micro-organismo, assim como sua prevaléncia e o desenvolvimento
de estirpes multirresistentes aos antimicrobianos sugerem que este patogeno pode representar
uma ameaga para a saude publica (Pal et al. 2020).

Além disso, esta bactéria apresenta a capacidade de produgdao de biofilme, o que
representa um importante fator de viruléncia e resisténcia bacteriana (Schilcher e Horswill
2020). Biofilmes sdo conceituados como uma forma de organizacdo em que as células
planctonicas sdo adaptadas para a forma séssil, por meio da modulacao de genes que induzem
a producao de uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (SPE) (Balducci et al.
2023). Essa matriz ¢ composta por proteinas, carboidratos, lipideos e DNA extracelular
secretados pelos micro-organismos (Schilcher e Horswill 2020; Balducci et al. 2023).

Assim, a matriz de SPE envolve os micro-organismos vivos € mortos, o que favorece a
troca de genes de resisténcia entre as células que compde o biofilme, e a resisténcia ao sistema
imune do hospedeiro e a acdo de agentes antimicrobianos, como antibidticos e sanitizantes
(Maia 2020; Schilcher e Horswill 2020). Nesse contexto, a formacao de biofilme por S. aureus
¢ uma preocupagao em ambiente hospitalar e na industria de alimentos (Pal et al. 2017; Miao
et al. 2019). A contaminacao de dispositivos médicos, como cateteres e proteses de pacientes
em ambiente hospitalar estd diretamente relacionada a cronificagdo de infecgdes, e eleva de

forma significativa os indices de morbidade e mortalidade dos individuos acometidos



(Moormeyer e Bayles 2017; Achmit et al. 2021). Na industria alimenticia, a capacidade de
formacdo de biofilme também representa uma preocupacao por favorecer a disseminacao da
bactéria em diferentes produtos, o que associado a sua capacidade de produgdo de enterotoxinas
estafilococicas termoestaveis, aumenta o risco da ocorréncia de doengas veiculadas por
alimentos (DVA) (Pal 2020; Mourenza et al. 2021).

Por outro lado, o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana por S. aureus também
merece destaque (Jenul e Horswill 2019). Diversas cepas do micro-organismo, resistentes
antimicrobianos ja foram identificadas, como S. aureus resistente a meticilina (MRSA), S.
aureus resistente a vancomicina (VRSA) e S. aureus resistente a oxacilina (ORSA) (Breves et
al.2015; WU et al. 2019; Nobre et al. 2021). Por isso, S. aureus é considerada pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) como um micro-organismos de alta prioridade para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos (WHO 2017).

Neste cenario, a busca por antimicrobianos de origem natural tem sido estimulada,
devido ao seu menor custo, vasta composicao quimica, reconhecida capacidade de absor¢ao e
metabolizagdo pelo organismo, além de baixa incidéncia de efeitos adversos (Calixto 2003;
Battacharya e Haldar 2013; Martinez, Catalan e Mol, 2020). Neste sentido, a biodiversidade
brasileira se revela como uma rica fonte de espécies de plantas para estudo de novos compostos,
especialmente em biomas ainda menos conhecidos, como o Cerrado (Valli ef al. 2019).

Apesar de ser o segundo maior da América do Sul e um celeiro de produtos naturais, o
potencial das espécies vegetais do Cerrado ainda € pouco conhecido (Valli ef al. 2019; Belém
et al. 2021). Alguns estudos indicam o potencial antimicrobiano de espécies como Mauritia
flexuosa, contra Escherichia coli e S. aureus, e Croton betaceus contra Enterococcus feacalis
(Nobre et al. 2018; Rocha et al. 2021). Todavia outras potenciais atividades bioldgicas, como

a inibicao de biofilmes ainda sdo pouco conhecidas.
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Neste cenario, Eugenia dysenterica é uma espécie frutifera da familia Myrtaceae. E
nativa do cerrado e conhecida popularmente como “cagaita”, com potencial para atividade
econOmica, em fungdo da possibilidade de uso na alimentagao (Rocha et al. 2020). Além disso
sua casca, folhas e frutos apresentam propriedades medicinais (Silva, Chaves e Naves 2001). E
uma planta de caracteristicas rusticas e resisténcia a condigdes desfavoraveis como solo com
pouco nutrientes e baixo regime de chuva, além de apresentar tolerancia ao fogo (Souza, Naves
e Oliveira 2013).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho, foi avaliar o potencial antimicrobiano e

antibiofilme de Eugenia dysenterica contra S. aureus.

Materiais e métodos
Micro-organismos e condi¢oes de crescimento

As cepas de referéncia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 29213, com
capacidade de produgao de biofilme reconhecida na literatura (Nair et al., 2016; Hiltunen et al.,
2019), foram inoculadas em caldo infusao de cérebro e coracao (BHI, Kasvi, Italia) a 35 £2 °C
por 24 h. As células foram coletadas por centrifugagdo a 4000 rpm por 15 minutos, lavadas e
ressuspendidas em solucdo salina 0,85%. Estoques das culturas eram mantidas no mesmo meio

acrescido de glicerol e armazenadas a -20 °C.

Preparo do extrato

O extrato aquoso foi preparado com folhas E. dysenterica conforme a metodologia
adaptada de Cercato ef al. (2016). Assim, o material vegetal pulverizado a partir das folhas foi
misturado com agua destilada na propor¢ao 10:1 (m/v), sendo mantido em infusdo por 15
minutos. Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado em algoddo e evaporado em chapa

aquecedora sob temperatura de 100 °C até um baixo volume. O material remanescente foi
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congelado a — 20 °C e liofilizado. O extrato liofilizado foi armazenado em frascos de vidros e
mantido em dessecador sob refrigeracao (7 = 1 °C) até o momento da solubilizagao.
Para solubilizacdo o extrato era ressuspenso em dagua destilada estéril, para a

concentracgao a ser utilizada, por peso /volume.

Analise da atividade antimicrobiana do extrato contra S. aureus

O efeito antimicrobiano do extrato foi avaliado em microplacas de poliestireno com 96
pocos (Kasvi, Italia) em caldo Triptona de Soja (TSB — Kasvi, Italia). Cada cultura foi
adicionada de in6culo em 10%, com populacdo de 5 logio UFC/mL. O extrato foi adicionado
em concentragdes entre 19 e 10.000 pg/mL. Como controle foi utilizado agua destilada estéril
(Kragh et al. 2019).

Para selagem das placas foi utilizada pelicula adesiva transparente (Sigma Aldrich,
EUA). As placas foram incubadas a 35 £ 0,5 °C em leitor de microplacas modelo Varioskan
Lux multimode reader (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), por 24 h, com leituras a cada 15
min a 600 nm.

Apos a incubacao, aliquotas de 15 pL de cada pogo foram plaqueadas em agar padrao
de contagem (PCA - Kasvi, Italia) para avalia¢ao de crescimento. As placas foram incubadas a
35°C £ 2 por 24 h. A menor concentracao de extrato em que nao foi observado crescimento foi
utilizada como concentragdo minima bactericida (CMB).

Para avaliacdo de biofilme, o conteudo das microplacas era descartado, seguido da
adi¢do de 250 pl de cristal violeta (0,1%) por 30 minutos. Os pogos foram lavados 3 vezes cada
com 250 pl de 4gua destilada e secos a 35 £ 2 °C por 15 minutos. Posteriormente, o material
era ressuspenso em etanol 95%. A absorbancia foi mensurada em leitora de microplaca modelo
Varioskan Lux multimode reader (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) a 590 nm (Stepanovic
et al. 2007).

12



Os dados foram avaliados pela variagdo de densidade oOptica (DO), com base na
diferenca entre o valor de cada tempo e o valor inicial. Foram realizadas 4 repeti¢cdes
independentes. Os dados foram analisados em experimento fatorial 2x2, para avaliagao da
influéncia da concentracao e da cepa sobre os resultados observados. A existéncia de diferengas
foi avaliada com uso do teste de Tukey ao nivel de significancia de 0,05, com auxilio do

programa AgroEstat, versdo 1.10.712.

Avaliagdo do efeito antimicrobiano do extrato sobre biofilmes em cupons de poliestireno

Cupons de poliestireno de 10 x 10 x 1 mm foram higienizados com agua e detergente
neutro. Apos enxague abundante, os cupons eram imersos em etanol por 1 h para remogao de
gorduras. Posteriormente, os cupons foram enxaguados 3 vezes com agua esterilizada e
colocados sob luz ultravioleta por 30 min de cada lado (Andre ef al. 2019).

Em microplacas de 24 pogos, os cupons foram adicionados em caldo TSB, acrescido de
concentragdes inibitdrias e subinibitorias de extrato de E. dysenterica. Para a cepa de S. aureus
ATCC 25923 foram utilizadas concentragdes entre 1.250 a 78 ug/mL e para a cepa de S. aureus
ATCC 29213 foram utilizadas concentragdes entre 2.500 a 156 pg/mL. Cada cultura era
adicionada em populacao de 5 logio UFC/mLComo controle foi utilizado agua destilada estéril.
As microplacas foram seladas com pelicula adesiva (Sigma Aldrich, EUA) e incubadas a 35 *
2 °C por 24 h. Apo6s a incubagdo, os cupons eram removidos, lavados 3 vezes com solugdo
salina 0,85% para remoc¢do de células planctonicas, e adicionados a tubos com 20 mL de
solugdo salina. Para remocdo de células aderidas os cupons eram submetidos a sonicagdo a
frequéncia de 45 Hz por 30 minutos e agitagdo em vortex a 2500 rpm por 3 minutos .

A quantificacdo de células foi realizada pela coleta de aliquotas que foram plaqueadas

em agar PCA (Kasvi, Italia) em triplicata pela técnica de microgotas (Morton, 2001). As placas
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eram incubadas a 35 *+ 2 °C por 12 h para contagem de colonias. As células planctonicas foram
avaliadas da mesma forma pela coleta de aliquotas do meio de cultura.
Foram realizadas 4 repeti¢des independentes e as diferencas foram avaliadas com uso

do programa AgroEstat, versdo 1.10.712, e o teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Avaliagdo da resisténcia do biofilme a composto clorado

A formagdo do biofilme foi realizada em cupons de poliestireno incubados em
microplaca de 24 pogos com caldo TSB (Kasvi, Italia) acrescido ou ndo de extrato de E.
dysenterica na concentragdo determinada pelos resultados do ensaio anterior.. A cultura de S.
aureus ATCC 25923 foi inoculada na populagdo de 5 logio UFC/mL. A microplaca foi fechada
com pelicula adesiva e incubada como descrito anteriormente.

Ap6s a incubacgdo, os cupons eram retirados, lavados com solugdo salina e adicionados
a 10 mL de solucdo clorada a 200 mg/L (Dicloroisocianurato de sédio sodio, Sumaveg®,
Diversey™ Brasil) por diferentes intervalos de tempo (0, 5, 10, 15 ¢ 30 minutos) (Von Hertwig
et al. 2022). Ao final de cada tempo, o cupom foi removido e adicionado em 5 ml de solugdo
salina a 0,85% acrescida de 1% de tiossulfato de sddio pelo tempo minimo de 6 minutos para
neutralizagdo do sanitizante (Von Hertwig et al. 2022).

Posteriormente, os cupons eram transferidos para tubos com 20 mL de solucdo salina, e
submetidos ao mesmo procedimento para enumerag¢do de células aderidas. Os dados foram
avaliados pela variagdo do niimero de células sésseis UFC/cm?— UFC/cm2;, em que UFC/cm?
corresponde ao nimero determinado em cada tempo e UFC/cm2;, corresponde ao nimero
inicial, sem exposi¢do ao composto clorado. Foram realizadas 3 repeti¢des independentes e as
diferencas foram avaliadas por analise de variancia ANOV A com uso do programa AgroEstat,

versdo 1.10.712, e o teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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Resultados
Atividade antimicrobiana e antibiofilme contra S. aureus

O crescimento das culturas em auséncia do extrato foi similar (Tabela 1). O extrato
aquoso de E. dysenterica apresentou atividade antimicrobiana contra ambas as cepas de S.
aureus, embora com distintos valores de concentragao minima inibitoria (CMI) (Tabela 1). A
cepa S. aureus ATCC 25923 demonstrou maior sensibilidade ao exibir menores valores de CMI
e CMB (concentracdo minima bactericida), a saber, 156 e 313 pg/mL, respectivamente.
Enquanto que a cepa S. aureus ATCC 29213 exibiu CMI e CMB de 313 e 625 ug/mL,
respectivamente (Tabela 1). Mesmo quando foi observado crescimento, a densidade maxima
atingida pela populagcdo de ambas as cepas era significativamente menor que em auséncia de

extrato, o que reforca a existéncia de atividade antimicrobiana no mesmo.
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Tabela 1 Densidade Optica maxima de culturas de S. aureus em caldo TSB com presenga ou
auséncia de extrato de E. dysenterica em microplacas de 96 pocos e numero de pogos positivos

para crescimento em placas de agar padrdo de contagem, incubadas a 35 °C por 24 h.

Densidade optica maxima Crescimento em PCA

Concentracao (600 nm) (n° de pocos com
(ng/ml) ATCC 25923/ ATCC crescimento) ATCC 25923/
29213 ATCC 29213

10000 0,0890dA 0,1110cdeA 0 0
5000 0,0990dA 0,1840bcdB 0 0
2500 0,1380cdA 0,0760deA 0 0
1250 0,0197dA 0,0267eA 0 0
625 0,0080dA 0,0180eA 0 3
313 0,0160dA 0,0880deA 1 13
156 0,0700dA 0,2310bcB 15 16

78 0,2370bcA 0,2510bA 16 16

39 0,3090bA 0,3080bA 16 16

19 0,2660bcA 0,2850bA 16 16

0 0,4730aA 0,4950aA 16 16

*a-¢. Médias seguidas por uma mesma letra nas colunas nio diferem estatisticamente entre si,
de acordo com o Teste de Tukey a 0,05; #B: Médias seguidas por uma mesma letra nas linhas
ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o Teste de Tukey a 0,05. O nimero minimo

e maximo de pogos sdo 0 e 16 respectivamente.
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A capacidade de formagao de biofilme foi similar entre as duas cepas (p=0,33), com valores de
0,614 nm e 0,594 nm para as cepas de S. aureus ATCC 25923 e S. aureus ATCC 29213,
respectivamente. A adi¢do de extrato de E. dysenterica desencadeou efeitos distintos, a
depender da concentragdo. Nas menores concentracdes, em que foi observado crescimento
microbiano a formagao de biofilme foi similar ao controle (Tabela 2). Naquelas condi¢cdes em
que houve inibi¢dao do crescimento microbiano foi observada também atividade antibiofilme
(Tabela 2).

Tabela 2 Biofilme de culturas de S. aureus em caldo TSB com presenca ou auséncia de extrato

de E. dysenterica em microplacas de 96 pogos incubadas a 35 °C por 24 h.

Concentragao Densidade optica
(ng/ml) (590 nm)

10.000 0,3419¢
5.000 0,3512c
2.500 0,4011c
1.250 0,4105c¢
625 0,5754b
313 0,7481a
156 0,7479a

78 0,6951ab

39 0,7330a

19 0,8026a

0 0,8377a

*a-¢: Médias seguidas por uma mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre

si, de acordo com o Teste de Tukey a 0,05.
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Desta forma, foram escolhidas as concentracdes inibitérias e subinibitorias de cada cepa
para realizacao dos ensaios de viabilidade. Assim, para a cepa de S. aureus ATCC 25923 foram
utilizadas as concentragdes entre 78 e 1.250 ug/mL e para a cepa de S. aureus ATCC 29213
foram utilizadas concentrag¢des entre 156 ¢ 2.500 ug/mL.

Os ensaios de viabilidade confirmaram os resultados obtidos (Tabela 3). A adigdo de
extrato de E. dysenterica reduz o nimero de células planctonicas de ambas as cepas de S. aureus
(p<0,0001), tendo sido observado uma CMB de 313 pg/mL para ambas as cepas (Tabela 3).
Em relagdo ao nimero de células sésseis, as cepas exibiram resultados distintos. Curiosamente,
acepa S. aureus ATCC 29213 demonstrou maior sensibilidade, pois a formagao de biofilme foi
inibida em quaisquer das concentragdes de extrato utilizadas. Ja a cepa S. aureus ATCC 25923
exibiu formac¢do de biofilme similar ao controle apenas na menor concentragdo utilizada (78
pug/mL). Assim, mesmo concentragdes subinibitérias do extrato demonstraram reduzir a

viabilidade das células sésseis contra ambas as cepas de S. aureus.
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Tabela 3 Quantidade de células planctonicas e sésseis em cupons de poliestireno de S. aureus

em TSB com presenca ou auséncia de extrato de E. dysenterica apds 24 h incubada a 35 °C.

Células planctonicas Células sésseis
Concentracio
(Log UFC/mL) (Log UFC/cm?)
(ng/mL)
ATCC 25923 ATCC 29213 ATCC 25923 ATCC 29213
2500 - <1,70c - <2,70b
1250 <1,70d <1,70c <2,70b <2,70b
625 <1,70d <1,70c <2,70b <2,70b
313 <1,70d <1,70c <2,70b <2,70b
156 5,33¢ 4,76b <2,70b <2,70b
78 8,62b - 5,67a -
0 9,21a 9,18a 6,03a 7,10a
ka-C.

: Médias seguidas por uma mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si,

de acordo com o Teste de Tukey a 0,05.

Os ensaios de resisténcia a compostos clorados demonstram uma rapida atividade do
produto sobre o biofilme, pois mesmo nos cupons expostos por segundos, foi observada uma
reducdo da viabilidade de células sésseis (Fig 1). Em presen¢a de pequenas concentragdes de
extrato de E. dysenterica, a quantidade de células sésseis foi similar ao controle, mas ha uma
menor resisténcia deste biofilme, observada pela auséncia de crescimento ja nos primeiros

tempos de plaqueamento (p=0,006).

19



o de UFC/cm?2
1
= 1
] —
{+5]

ariaca

v

Tempo de exposicdo (min)

Figura 1 Variagdo da populacdo de células sésseis vidveis de S. aureus em cupons de
poliestireno em TSB com auséncia (") ou com presenca () de extrato aquoso de E.
dysenterica a 35 °C por 24 h, apds exposi¢do a composto clorado (200ppm). *3°: Médias
seguidas por uma mesma letra em cada tempo ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo

com o Teste de Tukey a 0,05.

Discussiao

A urgente necessidade de desenvolvimento de novos agentes antibacterianos, advém da
crescente ameaca a saude humana, representada pelo aumento da resisténcia de micro-
organismos patogénicos aos antibidticos disponiveis (Martinez, Catalan e Micol 2020). A
formacgao de biofilme ¢ um fator de viruléncia importante, pois favorece uma maior resisténcia
dos micro-organismos, o que compromete a eficacia dos antibidticos disponiveis (Tigabu e
Getaneh 2021). Neste contexto, S. aureus, além de ser o agente etiologico de patologias que
pode ameagar a vida do individuo contaminado, tem desenvolvido diversos mecanismos de
resisténcia, como por exemplo a producdao de enzimas contra linezolida, a prote¢ao ativa do

local alvo farmacolégico das drogas, a sintese de beta-lactamase contra beta-lactamicos e o
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efluxo ativo de drogas bacterianas (Tahaei et al. 2021; Tigabu e Getaneh 2021; Bonikosva et
al. 2022).

Neste cenario, a sintese € o desenvolvimento de novos compostos sintéticos enfrenta
desafios como o longo periodo de tempo e os altos custos (Guimaraes et al. 2010). Assim, a busca
de antimicrobianos de origem natural tem ganhado destaque por permitir reduzir o custo de
producao de novas substancias, otimizar o tempo de pesquisa e ampliar as possibilidades
terapéuticas para combate a micro-organismos resistentes (Guimaraes et al. 2010).

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais foi demonstrada pelos nossos
resultados, em que o extrato de E. dysenterica exibiu atividade antibacteriana contra células
planctonicas e sésseis de diferentes cepas de S. aureus (Tabelas 1-3). A existéncia deste
potencial em plantas da familia Eugenia, ja foi previamente relatada em outro estudo, em que
o extrato aquoso de Eugenia involucrata apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus
e Enterococcus faecalis, embora com CIM maior que nossos resultados, a saber 50.000 pg/mL
para ambos micro-organismos (Toledo et al. 2023). Outro exemplo, foi o estudo de Simonetti
et. al (2016), em que o extrato etanolico de Eugenia anomala exibiu atividade antimicrobiana
contra E. coli, com CIM de 2.500 pg/mL e CBM de 10.000 pg/mL. A atividade antifingica
também ja foi exibida pelo 6leo essencial de E. dysenterica, em que foi observada inibi¢ao de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatii, com CIM inferior a 250 pg/mL para ambos os
micro-organismos (Costa 2000). Estes dados reforgam a relevancia do estudo de espécies deste
género como potenciais candidatas ao desenvolvimento de compostos com atividade contra
patogenos de importancia a satde humana.

Dados da literatura revelam resultados diversos sobre a atividade antimicrobiana de E.
dysenterica contra S. aureus. Enquanto Costa et al. (2000) nao observaram atividade, com uso
de extrato de E. dysenterica, Oliveira et al. (2017) observaram CMI de 42,1 pg/mL com uso do

oleo essencial. A existéncias de diferengas em relacao a atividade de materiais de uma mesma
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espécie pode ser relacionada as caracteristicas como a origem da planta, o periodo de realizagao
da coleta, métodos de extragdo, concentragdes utilizadas, além de caracteristicas distintas das
cepas do micro-organismo utilizado (Fennel ef al. 2004; Alves 2008).

A atividade antimicrobiana de E. dysenterica pode estar associada a presenga de
metabolitos como compostos fendlicos, tais como catequina e quercetina, além de
sesquiterpenos, saponinas e taninos (Sousa 2008; Coutinho et al. 2015; Thomaz et al. 2018).
Tais compostos apresentam atividade antimicrobiana com diferentes mecanismos, que em
muitos casos estao presentes nas plantas com a funcao de defesa contra predacao de insetos e
microrganismos (Spletozer 2021). Neste sentido, uma das possibilidades de mecanismos para
a acdo antimicrobiana envolve a ocorréncia de danos na membrana celular, relacionada a
atividade de flavonoides, como as catequinas, as quais sao intercaladas entre os lipideos da
membrana do micro-organismo, o que poderia causar uma ruptura mecanica (Tsuchyia 2001,
WU e Brown 2021).

No entanto, apesar do potencial de atividade antimicrobiana de diversas espécies
vegetais ha poucos dados sobre a atividade antibiofilme de espécies do Cerrado, especialmente
biofilmes de S. aureus. Mas o potencial antibiofilme ja foi observado em espécies do mesmo
género, como por exemplo Eugenia pyriformis, cujo extrato aquoso e etandlico reduziram
biofilme de Streptococcus mutans em 95,74 e 93,25%, respectivamente (Soares 2017). Outro
exemplo foi observado no trabalho de Sardi ef al. (2017), em que os extratos etandlicos de
Eugenia brasiliensis e Eugenia leitonii demonstraram atividade antibiofilme contra Candida
albicans.

Por outro lado, outro ponto importante, ¢ a utilizagdo de mais de uma metodologia para
busca de potenciais atividades bioldgicas, sendo este um diferencial do nosso estudo. A analise
de biofilmes em microplacas de poliestireno com coloragdo em cristal violeta, ¢ uma técnica

amplamente utilizada e eficiente para avaliagao da massa total do biofilme produzido, mas nao
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fornece dados sobre a viabilidade celular destes biofilmes (O’ Toole 2011, Kadam ef al. 2013).
Nossos dados permitem observar uma menor viabilidade celular, mesmo em condigdes de boa
formacao de biofilme (Tabelas 2 e 3), o que sugere que o biofilme formado em microplaca, ao
menos parcialmente, possa ser devido a presenga de células mortas (Kadmam ez al. 2013, Kragh
etal. 2019).

A analise de resisténcia dos biofilmes também ¢é uma caracteristica relevante,
especialmente a compostos amplamente utilizados, como os compostos clorados (Rossoni E
Gaylarde 2000, Banach et al. 2018). A boa eficiéncia destes compostos ja foi relatada na
literatura, como verificado por Melo et al. (2014), ao analisarem o efeito do hipoclorito de sédio
(150 mg/L) contra S. aureus, pois apds 10 minutos de exposicdo ja ndo era observada
viabilidade de cé€lulas sésseis. Neste sentido, nossos dados revelam que a presenca do extrato
de E. dysenterica reduz também a resisténcia do biofilme (Fig 1).

Assim, torna-se importante a continuidade do estudo da bioatividade de plantas de
biomas pouco conhecidos como o Cerrado, especialmente com uso de partes renovaveis da
planta como folhas e frutos. Tais estratégias além de revelar novos potenciais com aplicacao
em distintas areas podem contribuir também com a valorizagao das espécies e a sua preservagao
(Arruda, 2022). Outro ponto importante ¢ o isolamento dos compostos ativos da espécie, além

de estudos contra outros micro-organismos.
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