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Resumo

Este estudo experimental avaliou a atividade antibacteriana do extrato alcoélico de Acmella oleracea -
planta nativa do Brasil - sobre biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, agente relevante na medicina
veterinaria, utilizando cepa isolada de céo, cepa padrdo (ATCC) e resistente. Os biofilmes foram
cultivados em placas de 96 pogos e, apéds sua formacao, foram tratados por 24 horas com o extrato e
com antibiético para comparagdo de efichcia. Em seguida, avaliou-se a atividade metabdlica das
bactérias e as altera¢des estruturais dos biofilmes por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os
resultados indicaram atividade antibacteriana relevante contra as cepas isoladas e padrao, evidenciada
pela reducdo da viabilidade bacteriana. Em contrapartida, tanto o extrato quanto o antibidtico
apresentaram baixa eficacia frente a cepa resistente. As analises por MEV confirmaram alteracbes
estruturais nos biofilmes sensiveis, enquanto a cepa resistente manteve sua organiza¢do morfolégica
preservada. Conclui-se que novas abordagens, incluindo diferentes métodos de extracdo e avaliagdo
de sinergismo com antibiéticos, podem explorar o potencial terapéutico da planta.

Palavras-chave: Antibacteriano. Bactérias. Plantas Medicinais.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Salde / Biomedicina.
Introducéo

A pele, maior 6rgdo do corpo, funciona como uma barreira essencial que protege o organismo contra
agressfes do ambiente externo (Trompette e Ubags, 2023). Quando essa protecao € comprometida,
pode surgir a piodermite canina, uma infec¢do bacteriana que atinge a pele de forma superficial ou
profunda (Loeffler et al., 2025). Entre os agentes causadores, destaca-se Pseudomonas aeruginosa,
bactéria Gram-negativa oportunista relevante na medicina veterinaria, devido a sua alta adaptabilidade
e capacidade de colonizar diversos tecidos, apresentando maior riscos de infeccdo em animais
imunossuprimidos (Souza et al. 2023).

A formacdo de biofilmes por P. aeruginosa favorece a persisténcia da infeccdo, tornando o
tratamento mais dificil e menos eficaz (Tuon et al., 2022). Esse problema é agravado pelo aumento da
resisténcia a antibiéticos, com cepas multirresistentes que comprometem as terapias disponiveis e
elevam o risco de disseminacéo para o ambiente e para a popula¢cdo humana (Mariotini e Carvalho,
2020).

Nesse cenario, alternativas terapéuticas a base de compostos naturais tém sido investigadas.
Acmella oleracea (jambu), planta da familia Asteraceae nativa do Brasil e amplamente usada na
medicina tradicional e culinaria regional, possui folhas e flores com compostos bioativos, associados a
estudos que investigam suas acdes anti-inflamatdrias, analgésicas e antimicrobianas. Entre elas, as N-
alquilamidas se destacam, com o espilantol como principal composto ativo (Ferreira et al., 2021; Rahin
et al., 2021).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de Acmella
oleracea sobre biofilmes de trés cepas de Pseudomonas aeruginosa: ATCC 15442, resistente e isolada
de lesdo cutanea animal.
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Metodologia

Este estudo foi previamente submetido & apreciacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
e aprovado sob o numero de protocolo ALO/CEUA2024. A pesquisa foi conduzida mediante a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo responsavel legal do animal, bem como
a emissdo da carta de Anuéncia pela clinica parceira, autorizando formalmente a coleta dos materiais
em suas instalagdes pelos médicos veterinarios responsaveis.

A coleta da amostra foi realizada a partir de um Unico animal, utilizando swabs com meio de
transporte Stuart. Em seguida, o material foi semeado em placas de Petri contendo meio BHI (Brain
Heart Infusion) e incubado em estufa microbiolégica a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, foi
realizada a coloracdo de Gram, e as colbénias desenvolvidas no BHI foram repicadas em meio seletivo
para bactérias Gram-negativas (MacConkey), sendo novamente incubadas sob as mesmas condi¢cdes
por mais 24 horas. Apds o crescimento, foi realizado o teste bioquimico em meio Rugai. Para
identificacdo da bactéria presente na leséo.

ApoOs a identificac@o da bactéria P. aeruginosa, foram obtidas as cepas padrdo ATCC fornecidas
pelo Centro Diagnéstico Laboratorial da Universidade do Vale do Paraiba, e a cepa resistente que foi
cedida pelo Laboratério Fotobios do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento. Todas as cepas foram
posteriormente mantidas em caldo BHI; ap6s o crescimento em estufa, foram armazenadas sob
refrigeracéo.

O extrato alcodlico de Acmella oleracea (jambu) utilizado no experimento foi obtido a partir de
plantas cultivadas no Centro de Estudos da Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP). O processo liquido-liquido foi realizado no Laboratério de Sintese Organica do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (Silva et al., 2021, p.3). Para a preparacao do extrato alcodlico de Acmella
oleracea, foi ressuspendido 5 mg/mL de etanol absoluto, sendo a solugcdo estoque. A partir desta,
coletou-se 1,680 uL, adicionados em 6.720 yL em caldo BHI, resultando em uma concentragao final de
1mg/mL, estando a concentragéo final de etanol 12,5%.

Para a formacé&o do biofilme com as trés cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC, Resistente e
Isolada clinica), foi adotada a metodologia proposta por Azevedo (2024). Primeiramente, realizou-se o
repique de 100 yL da bactéria em 10 mL de caldo BHI, acondicionado em tubos de 15 mL e incubado
em estufa microbiolégica a 37°C por 24 horas. Ap6s esse periodo, as amostras foram centrifugadas a
3.500 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspenso em 3 mL de PBS com
auxilio de vortex. Esse processo foi repetido nas mesmas condig8es e ao final a suspenséo foi ajustada
em 3 mL de caldo BHI para leitura no espectrofotdmetro (570 nm) na densidade 6ptica 0,05, visando a
padronizacéo da concentracdo bacteriana em 105 com base em metodologia adotada no laboratério
de Biologia Celular e Tecidual, no IP&D, UNIVAP. Quando necessario, para a obtencéo da densidade
Optica prevista, foram adicionados até 3 mL para ajuste final. Posteriormente, 100 yL da suspensao
bacteriana e 100 pL de caldo BHI foram adicionados a cada po¢o de uma placa de 96 pocos, seguidos
de incubacéo a 37°C por 24 horas para permitir o desenvolvimento da estrutura aderente. A leitura foi
realizada em todos os procedimentos de utilizagdo das amostras bacterianas (n~10).

Nos ensaios destinados a andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), a formacao do
biofilme seguiu 0 mesmo protocolo descrito anteriormente, com a insercdo de uma laminula no fundo
de cada poco da placa de 96 pogos antes da adigdo de 100 pL da suspenséo bacteriana e 100 uL de
caldo BHI, também incubados por 24 horas a 37°C.

ApOs a incubacao, os biofilmes foram submetidos aos respectivos tratamentos: grupo controle (sem
intervencao), grupo tratado com 100 pL do extrato de Acmella oleracea (jambu) e grupo tratado com
50 pL da solugéo antibidtica contendo 10.000 UI/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de estreptomicina.
Em seguida, as placas foram novamente incubadas por 24 horas a 37°C.

Concluido o periodo de tratamento, a atividade metabdlica dos biofilmes foi avaliada utilizando o
corante resazuriana na concentracao final de 440 pM. Para isso, o0 meio foi removido, 0s pocos que
continham o tratamento com jambu foram lavados com 100 uL de PBS e, em seguida, adicionados 100
ML da solugdo de resazurina. A placa foi incubada por 1 hora e o metabolismo bacteriano foi
guantificado por leitura em espectrofotbmetro 570 nm (Longhin et al, 2022).

Para andlise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), o biofilme foi formado em filme de Aclar
(Aclar Embeding Film- Eletron Microscopy Science). Apds o tratamento, os pocos foram lavados com
100 pL de PBS e fixados com 200 pL de paraformaldeido por 10 minutos. Em seguida, procedeu-se a
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desidratacdo com concentracdes crescentes de etanol (50%, 70%, 90% e 100%), incubando-se 10
minutos em cada. Por fim, foi adicionada uma solugado de 100 uL de HMDS (hexametildislazano) e
100 uL de etanol absoluto, finalizando o preparo para analise em MEV.

Resultados

O crescimento inicial em meio Brain Heart Infusion (BHI), um meio ndo seletivo, resultou na
formagédo de colbnias que, apods a coloragédo de Gram, indicou bacilos Gram-negativos, evidenciados
pela coloracdo rosada. No meio MacConkey, observaram-se coldnias incolores, redondas e planas,
indicando auséncia de fermentacéo de lactose - perfil caracteristico de Pseudomonas aeruginosa. No
meio Rugai, verificou-se auséncia de fermentacdo de aclcares, auséncia de producdo de gas e
crescimento restrito a superficie, condizente com a natureza aerdbia estrita da espécie. Esses achados
sdo compativeis com a identificacdo de P.aeruginosa.

A andlise da atividade metabdlica do biofilme de Pseudomonas aeruginosa apés o tratamento com
Acmella oleracea resultou em uma reducéo significativa da viabilidade celular, equivalente & observada
com o uso do antibidtico. Conforme ilustrado no gréfico (Figura 1), a amostra 1 corresponde a cepa
clinicamente isolada, a amostra 2 a cepa padrdo ATCC e a amostra 3 a cepa resistente. Observa-se,
nas amostras 1 e 2, tanto o extrato da planta quanto o antibidtico, aplicados separadamente,
apresentaram efeito na reducéo da atividade metabdlica do biofilme. Em contraste, nas amostras 3,
ndo foi observada inibicdo em relacdo ao controle, com atividade metabdlica viavel mesmo ap6s o
tratamento, sugerindo a resisténcia da cepa a acdo de ambos.

Figura 1 - Atividade metabdlica (resazurina) no biofilme de Pseudomonas aeruginosa apés tratamento com
Acmella oleracea e antibiotico. * p = 0,01 grupo controle comparado ao tratamento com antibiotico ; **** p <
0,0001 grupo controle comparado com extrato de jambu, na amostra 1. Analise por Two-way ANOVA/Tukey.
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Fonte: Os autores, 2025.

A figura 2 apresenta fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (MEV),
organizadas conforme as diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa (isolada de animal, ATCC e
resistente) e condi¢cbes experimentais (controle, tratamento com Acmella oleracea e tratamento com
antibiotico).

A andlise morfologica evidenciou alteracdes estruturais no biofilme de P. aeruginosa apés o
tratamento com Acmella oleracea, especialmente nas cepas isolada e ATCC, nas quais foram
observadas desorganizagéo da estrutura e reducdo da densidade celular, caracterizadas pela presenca
de espacos sem biofilme. Em contraste, nas imagens do grupo controle dessas mesmas cepas, 0
biofiime manteve-se denso e bem estruturado. Enquanto, na cepa resistente a estrutura do biofilme
permaneceu preservada apos ambos os tratamentos, sugerindo maior resisténcia morfoldgica frente
as intervengdes testadas.
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Figura 2: Imagens da microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Fonte: Os autores, 2025.

Discusséao

Os extratos de Acmella oleracea demonstraram atividade antimicrobiana significativa frente as
cepas sensiveis de Pseudomonas aeruginosa testadas, tanto a clinica isolada quanto a cepa de
referéncia (ATCC). Essa acéo foi evidenciada pela reducéo da atividade do e pelas imagens de MEV.
No entanto, tanto o extrato quanto o antibiético utilizado mostram-se ineficazes a cepa resistente,
evidenciando o mecanismo de resisténcia bacteriana.

A literatura descreve estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de Acmella oleracea atribuida
principalmente ao espilantol, sua alquilamida majoritaria, com propriedade antimicrobiana e inseticida.
Esse composto bioativo esta presente nas folhas e flores da planta e também em outras espécies do
género Spilanthes, sendo considerado um acido graxo com alto potencial terapéutico (Aktar et al. 2024).

Afzar et al. (2022), relataram MIC (concentragdo minima inibitéria) de 0,83 + 0,21 a 1,66 + 0,41
ug/100 pL para um emulgel metandlico a base do extrato de Acmella oleracea, que apresentou
atividade antibacteriana contra cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Esses achados estdo em consonancia com resultados de Fajardo et al. (2024), que
também utilizaram a cepa ATCC de P. aeruginosa. Neste estudo, o extrato reduziu significativamente
a adeséo do biofilme em 95,50 + 6,37% e o crescimento bacteriano em 62,36 + 1,01%.

Importante ressaltar que, embora existam estudos anteriores sobre o extrato de Acmella oleracea,
nao foram encontrados trabalhos que avaliam sua eficacia frente a cepas resistentes, aspecto abordado
no presente estudo.

A atividade antibacteriana de plantas pode variar em fungdo do método de extracdo empregado,
que influencia a composicdo dos compostos bioativos. Diferentes solventes podem favorecer a
obteng&o de determinadas substancias bioativas, alterando a eficacia antimicrobiana. Por exemplo,
Alam e Akash (2023) avaliaram o extrato metandlico das folhas de Acmella oleracea e observaram
atividade antimicrobiana frente a cepas ATCC Vibrio mimicus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Bacillus subtilis, com zona de inibicdo de 10 a 26 mm, aumentando conforme a concentracao (100-
1000 pg/mL).

De forma semelhante, Alcantara et al. (2015) destacaram a atividade do extrato etandlico das flores
de A. oleracea e suas fracdes, sendo que a fracéo de cloroférmio a mais ativa, com MIC de 31,25 pg/mL
contra cepas de ATCC Salmonella typhi. Esse resultado sugere que a escolha do solvente pode
destacar determinados compostos, como o espilantol.

Complementarmente, Royani et al. (2024) investigaram o efeito da polaridade de diferentes solvente
(hexano,acetato de etila, diclorometano, etanol, metanol e mistura etanol-4gua) podem influenciar a
eficacia do extrato Andrographis paniculata, sendo que acetato de etila apresentou melhor desempenho
contra a cepa ATCC P.aeruginosa (MIC de 312,5 pg/mL). Esses achados reforcam que o solvente
utilizado pode influenciar diretamente a atividade antimicrobiana, sendo necesséarios mais estudos para
esclarecer como a interagdo entre solvente e metabdlicos vegetais potencializa essa acao.
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Por fim, como perspectivas futuras, destaca-se a investigacdo dos mecanismos de acéo do extrato
de jambu, com o objetivo de compreender a atuacao de seus compostos bioativos, bem como avaliar
sua atividade em combinacdo com antibiéticos convencionais. Essa abordagem visa identificar
possiveis efeitos sinérgicos capazes de potencializar a eficacia terapéutica, especialmente contra
cepas resistentes.

Conclusao

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana de
Acmella oleracea foi alcangado, pois a planta demonstrou eficacia frente as cepas clinicamente isoladas
e a cepa padrao ATCC de Pseudomonas aeruginosa, corroborando dados previamente descritos na
literatura acerca do potencial bioativos de seus compostos A auséncia de efeito na a cepa resistente
evidencia a necessidade de estudos adicionais sobre mecanismos de acdo, concentracdo ideal,
sinergismos com antibiéticos e a influéncia do solvente na atividade antimicrobiana de metabdlitos
bioativos da planta, como o espilantol.
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