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Resumo

A resisténcia aos agentes antimicrobianos e a disseminagdo de patdgenos como o Staphylococcus
aureus representam uma séria ameaca a salde publica global. As intoxicacdes alimentares causadas
por S. aureus, devido a producdo de enterotoxinas em alimentos, reforcam a urgéncia na busca por
novas abordagens de controle. Nesse cenario, o uso de extratos de plantas nativas do bioma Cerrado,
como a Tachigali subvelutina, emerge como uma alternativa promissora. Este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos alcodlicos de T. subvelutina contra S. aureus por
meio do método de diluicdo. Os resultados demonstraram que o extrato de T. subvelutina apresentou
efeito bacteriostatico significativo contra a cepa testada. A pesquisa incentiva mais estudos para a
identificacdo dos compostos bioativos responsaveis por essa atividade e para a avaliagdo de sua
aplicabilidade em contextos de seguranca alimentar.
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Introducéo

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva, sendo a espécie mais patogénica dentre os
estafilococos, principalmente as cepas coagulase-positivas, que se destacam pela producéo de fatores
de viruléncia e de enterotoxinas nocivas a saude humana (Tortora et al.,, 2024). S. aureus pode
ocasionar doencas quando em contato com regifes de pele e mucosa lesadas ou quando suas toxinas
sdo ingeridas nos alimentos, apesar de poder ser encontrado naturalmente em sitios anatdmicos
humanos, como nas vias nasais e no proprio tegumento (Santos, 2007; Silva; Feitosa; Rodrigues,
2017).

A emergéncia de cepas resistentes a agentes antimicrobianos, especialmente devido ao uso
indiscriminado de antibiéticos, foi classificada como uma das dez ameacas a salde publica global
(WHO, 2023), contribuindo para o agravamento de patologias sistémicas associadas ao micro-
organismo. Ja a contaminacao alimentar colabora para o surgimento de doencas de transmisséo hidrica
e alimentar (DTHAS), em geral relacionadas a casos de intoxicacdo alimentar aguda (Brasil, 2019).

As DTHAs causadas por S. aureus estdo relacionadas a presenca de enterotoxinas nos alimentos
ingeridos, e séo caracterizadas por desconforto abdominal, nduseas, vdmito, com presenca ou nao de
guadros diarreicos (Argudin; Mendoza; Rodicio, 2010). As principais fontes de contaminacéo envolvem
leite e derivados, carnes e seus produtos, saladas e ovos (Santana et al., 2010). A gravidade da
infeccao e a facil transmisséo do patdégeno suscitam reflexfes sobre a necessidade de alternativas aos
agentes antimicrobianos ja existentes, bem como de aprimorar as praticas de higiene.

Diante desse cenario, a procura por novas fontes mais seguras, sustentaveis, saudaveis e naturais
exibe o potencial dos extratos vegetais para a atividade microbicida e conservante em alimentos
(Mostafa et al., 2018). Neste sentido, as plantas nativas do bioma Cerrado carecem de estudos a
respeito de suas atividades antimicrobiana e antibiofilme. A avaliacdo de potenciais biolégicos nos
extratos de vegetais nativos brasileiros é um passo importante para a descoberta de possiveis efeitos
farmacolégicos contra patégenos alimentares, como S. aureus (Ostrosky, 2008), e para aproveitar as
potencialidades oferecidas pelos recursos naturais e pela biodiversidade nacional.
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Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos alcodlicos de
Tachigali subvelutina, popularmente conhecida como carvoeiro, sobre o crescimento de S. aureus.

Metodologia

Micro-organismos e condicdes de cultivo

A cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi obtida por estoques de cultura mantidos a 20
°C em caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI) acrescido de glicerol. A cultura foi cultivada em TSB a
35+ 1 °C por um periodo de 24 h. As células foram centrifugadas a 2500 g e lavadas e ressuspensas
em solucao salina 0,85 %.

Preparo dos extratos vegetais

Os extratos alcodlicos de Tachigali subvelutina (carvoeiro) foram obtidos a partir de folhas secas em
estufa a 40 °C por 48 h. ApGs a secagem, o material foi triturado, e o pé obtido armazenado em
recipiente escuro e hermeticamente fechado até o momento de preparo dos extratos (Pinho et al.,
2012). Para preparo dos extratos, o material foi infusionado em etanol 99%. Apés a extracédo, o material
foi concentrado por rotaevaporacdo e armazenado em ambiente escuro a 4 °C, conforme proposto por
Krychak-Furtado (2006). Antes do uso, o extrato foi ressuspendido em solu¢gdo de DMSO 1%

Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para avaliar o efeito dos extratos sobre o crescimento de S. aureus, foram realizados testes de
microdiluicdo de acordo com os paradmetros sugeridos pelo Clinical and Laboratory Standar Institute,
com pequenas modificacbes (CLSI, 2024). Para isso, a cultura era inoculada em concentracdo
aproximada de 10°> UFC/mL em microplacas de 96 pocos em caldo TSB, acrescido ou ndo de
concentracdes entre 0,019 e 10 mg/mL dos extratos. A solugdo de DMSO (1%) foi utilizada como
controle negativo. As placas foram incubadas em leitora de ELISA (Thermo Scientific™ Varioskan™
LUX Multimode Microplate Reader) a 35 °C por 24 h, com leituras de absorbéncia a 600 nm a cada 15
minutos.

Apés a incubagédo, o contetdo das placas era coletado e as aliquotas plagueadas em agar padrao
de contagem (PCA) para avaliac@o de crescimento. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

Foi considerada como concentragdo minima inibitéria (CIM), a menor concentra¢éo capaz de inibir
o crescimento bacteriano, e como concentragdo minima bactericida (CMB), a menor concentragcdo em
que nao foi observado crescimento de colbnias em PCA.

Foram realizadas quatro repeticdes independentes e a existéncia de diferengas foi avaliada com
uso do teste de Tukey, a 0,05, e auxilio do programa Agroestat.

Resultados

Os dados demonstram que a maior parte das concentracdes utilizadas ndo interferiu no crescimento
do patdégeno (Tabela 1), o que releva uma atividade antimicrobiana limitada. Somente a maior
concentracdo (10 mg/mL) reduziu o crescimento do micro-organismo. Nenhuma das concentra¢cfes
avaliadas apresentou efeito bactericida.
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Tabela 1 - Dados de densidade 6ptica maxima da cultura de S. aureus em caldo TSB acrescido ou néo de
diferentes concentragdes do extrato etandlico Tachigali subvelutina (carvoeiro), apés 24 h de incubacgéo a 35 °C.

Parametro/concentracao N° de pogos com

mg/ml| DO maxima crescimento?
10,000 0,22400 b 16
5,000 0,66325 a 16
2,500 0,58650 a 16
1,250 0,43575 ab 16
0,625 0,43900 ab 16
0,312 0,53400 a 16
0,156 0,5115 ab 16
0,078 0,55125 a 16
0,039 0,55075 a 16
0,019 0,57500 a 16
Controle 0,56800 a 16

Fonte: elaborado pelos préprios autores.
Discusséo

A crescente resisténcia de microrganismos a antimicrobianos convencionais evidencia a necessidade
urgente de busca e desenvolvimento de novas substancias com atividade antimicrobiana (who, 2020;
laxminarayan et al., 2013). Neste contexto, plantas nativas constituem uma fonte promissora de
compostos bioativos que podem servir como alternativas terapéuticas ou modelos para a sintese de
novos farmacos (cowan, 1999; silva et al., 2021). O Cerrado, considerado a savana mais biodiversa da
América, apresenta uma riqueza de espécies vegetais ainda pouco exploradas em estudos de
potenciais biol6gicos (klink & machado, 2005; oliveira et al., 2017). A avaliagdo de espécies nativas
apresenta oportunidades para a descoberta de novos antimicrobianos, e estimula o uso sustentavel
dos biomas (mostafa et al.,, 2018; ostrosky et al., 2008; silva et al.,, 2014). Tais estudos sao
particularmente importantes em biomas pouco conhecidos e altamente ameacados por atividades
antrépicas, como o Cerrado, e se alinham aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
relacionados a vida terrestre (ODS 15) e & saude e bem-estar (ODS 3), ao promover o uso sustentéavel
da biodiversidade e incentivar a pesquisa cientifica responsavel (onu, 2015; wwf, 2020).

Neste contexto, plantas da familia Fabaceae s@o conhecidas por apresentarem uma ampla
diversidade de metabdlitos secundarios, como taninos, flavonoides, alcaloides e derivados fendlicos,
gue sdo associados a atividade antimicrobiana, seja por atuarem na desestabilizacdo da membrana
celular bacteriana, na inibicdo de enzimas essenciais ou na interacdo com o material genético dos
microrganismos (cowan, 1999). Todavia, os resultados indicam uma limitada atividade antimicrobiana
do extrato etandlico de T. subvelutina, observada pela redugéo do crescimento em altas concentracdes
do extrato, mas sem atividade bactericida (Tabela 1).

Resultados distintos foram observados com outras plantas da mesma familia, como Erythrina velutina
e Libidibia ferrea, cujos extratos etandlicos apresentaram atividade antimicrobiana  contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (almeida et al., 2016; oliveira et al., 2018). Um dos
exemplos é o estudo de Virtuoso et al. (2005), que investigaram a atividade antibacteriana das cascas
de E. velutina por difusédo em disco e observaram uma CIM de 312 mg/m e CIM contra S. aureus e
Streptococcus pyogenes. Ja Ferreira et al. (2016) avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato etanélico
de L. ferrea por difuséo em disco, e observaram atividade antimicrobiana contra cepas de Escherichia
coli, Salmonella bongori e S. aureus. A atividade antimicrobiana destes extratos foi atribuida a alta

1 0 namero de pocos com crescimento pode variar entre 0 e 16.
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concentracdo de compostos fendlicos e taninos extraidos nesse tipo de solvente (almeida et al., 2016;
oliveira et al., 2018).

Por outro lado, em uma triagem realizada com nove espécies arbéreas da familia Fabaceae, apenas
Erythrina caffra apresentou atividade antimicrobiana relevante. As demais espécies, ndo demonstraram
efeito significativo nos testes conduzidos sendo esses testes ensaios de microdiluicio em caldo,
visando determinar a CIM, e ensaios de difusdo em agar, verificando halos de inibicédo contra diferentes
microrganismos. Os testes incluiram bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis), Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e a levedura Candida albicans
(eloff, mcgaw; 2014). Estes resultados evidenciam que, embora a familia seja rica em metabdlitos
bioativos, a atividade antimicrobiana n&o é universal, e depende da composicédo fitoquimica especifica
e das condicdes de extracdo empregadas (cowan, 1999; ostrosky et al., 2008).

Geralmente, o etanol € um composto eficiente para extracdo de compostos de maior polaridade e
diversidade quimica, dada sua capacidade de solubilizar metabdlitos de média e alta polaridade (silva
etal., 2014; khalil et al., 2024). Assim a limitada atividade antimicrobiana observada no presente estudo
pode estar relacionada a baixa concentracdo ou mesmo auséncia de metabdlitos secundarios com
acdo antimicrobiana no material vegetal testado, uma vez que a composi¢ao fitoquimica pode variar
significativamente entre espécies e até mesmo entre diferentes partes da mesma planta (cowan, 1999).
Outra hip6tese esta relacionada a problemas no processo de extragdo, como tempo de contato,
proporcdo de solvente e condicdes de secagem, que podem afetar a eficiéncia da obtencdo dos
compostos ativos (ostrosky et al., 2008; balouiri; sadiki; ibnsouda, 2016). Variagdes metodolégicas e
diferencas entre as cepas utilizadas como indicadores também podem influenciar o rendimento e a
bioatividade dos extratos (ostrosky et al., 2008; balouiri; sadiki; ibnsouda, 2016).

Conclusao

Os resultados indicam que o extrato avaliado possui potencial antimicrobiano, ainda que restrito a
concentracbes mais elevadas, e ndo apresentou efeito bactericida. Esses achados reforcam a
necessidade de continuidade de estudos, incluindo a avaliacdo de outras espécies vegetais, diferentes
concentracdes e metodologias complementares, a fim de se obter um panorama mais abrangente sobre
a eficicia antimicrobiana e antibiofilme dos extratos estudados.
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