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Introducéo

InfeccBes associadas a biofilmes bacterianos tém
aumentado significativamente, configurando um desafio
persistente para a salde publica e um cenério clinico de
dificil manejo. Com o surgimento de cepas resistentes a
antimicrobianos, a morbidade e mortalidade tornam-se
expressivas, visto que aproximadamente 65% das
infeccBes humanas e 80% das infecgdes cronicas estdo
relacionadas a formacéo de biofilmes (Zou et al., 2023).
O quadro supra citado representa uma preocupagao
mundial, destacada pela Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS), que em 2019 incluiu a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos € uma das dez maiores ameacas a salde
global (EClinicalMedicine, 2021).

Grande parte das bactérias resistentes é também
responsével por infeccbes nosocomiais, que necessitam
tratamentos complexos e, muitas vezes, ineficazes,
podendo evoluir para 6bito. No Brasil, estima-se que
cerca de 45 mil mortes em 2023 tenham sido causadas
por esse tipo de infeccdo (ANS, 2023). O avango da
resisténcia a quase todas as classes de antibidticos reforca
a necessidade de desenvolver novos farmacos e
estratégias terapéuticas (EClinicalMedicine, 2021).

O potencial antimicrobiano dos éleos essenciais
é amplamente reconhecido, havendo dados consistentes
sobre 0s compostos ativos e seus mecanismos de acdo
(Soulaimani, 2025). Esses metabdlitos de origem
botanica, extraidos de plantas aromaticas, atuam
principalmente na desestabilizagdo da membrana celular
bacteriana e na inibicdo de bombas de efluxo associadas
a resisténcia em Gram-negativas. Outro mecanismo
descrito é a inibicdo da sintese do peptidoglicano da
parede celular por meio da ligacdo as PBPs em Gram-
positivas (Iseppi et al., 2021).

Dentre esses compostos, destaca-se o Eugenol,
um fenilpropandide presente no cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) (Lady et al., 2023). Esse
metabdlito apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, neuroprotetora, hipolipidémica,

antidiabética, anticancerigena e  antimicrobiana
(Eleleemy et al., 2020). Sua acdo antimicrobiana é
relevante contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, com destaque para Staphylococcus aureus
(Lady et al., 2023). O Eugenol promove a degradagéo da
parede celular, desestabiliza proteinas e lipidios de
membrana, aumenta a permeabilidade e expbe o
contetido citoplasmatico, culminando na coagulagdo
celular (Eleleemy et al., 2020).

Assim, esta pesquisa tem como objetivo
determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) do
Eugenol frente a cepas bacterianas de importancia
clinica: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e Staphylococcus aureus resistente
a meticilina MRSA, isoladas na clinica do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), no Rio
de Janeiro - S. aureus HU25. A avaliagdo do potencial
bacteriostatico do Eugenol mostra-se relevante diante da
necessidade de novos agentes com esse perfil,
representando uma estratégia terapéutica promissora,
especialmente no contexto do crescente cenario de
resisténcia bacteriana a farmacos de acdo bactericida
direta (Ishak et al., 2024).

Metodologia

Para determinar a CMI, as cepas bacterianas
Escherichia coli ATCC 25922 e Straphyloccus aureus
ATCC 29213 e HU25 foram semeadas em placas de
Tryptic Soy Agar (TSA) e mantidas em incubacéo a 37
°C por 24 horas. Apds o crescimento, colbnias isoladas
foram transferidas para tubos contendo 5 mL de solucéo
salina estéril a 0,9%, ajustando-se a turbidez a escala 0,5
de McFarland. Esse procedimento permitiu a
padronizacdo da suspensdo bacteriana, equivalente a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

Para o ensaio de microdiluicdo, utilizou-se uma
placa estéril de 96 pogos. Em cada pogo das colunas 1, 2,
3, 5, 6 e 7 foram dispensados 90 pL de caldo BHI. Em
seguida, solucdes de Eugenol, variando de 40 mg/mL a
12 mg/mL (identificadas nos tubos A a H), foram
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preparadas. A partir dessas solucbes, 10 uL foram
adicionados aos pogos 1A-H, 2A-H e 3A-H, resultando
nas seguintes concentragdes finais: A — 2000 pg/mL; B —
1800 pg/mL; C — 1600 pg/mL; D — 1400 pg/mL; E -
1200 pg/mL; F — 900 pg/mL; G — 700 pg/mL; H — 600
pg/mL.

Como controle negativo, todos os pocos da
coluna 9 receberam 200 uL de BHI, a fim de verificar a
esterilidade do meio. Na coluna 11, os pogos A-D
receberam 100 pL de BHI, enquanto os pogos E-H
receberam 90 pL de BHI acrescidos de 10 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). Ja na coluna 12, o pogo A
recebeu 180 pL de BHI, ao qual foram adicionados 20 pL
de um farmaco de referéncia utilizado como controle
positivo (vancomicina para a bactéria Gram-positiva e
ciprofloxacina para a Gram-negativa).

Por fim, em todos os pogos das colunas 1, 2, 3, 5,
6, 7, 11 e 12 foram adicionados 100 pL do in6culo
bacteriano padronizado. A Figura 1 apresenta a
disposicao experimental da placa.
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Figura 1- Preparagdo de placas de 96 pocos

Fonte: Autora
A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas. Em
seguida, adicionaram-se 10 pL de resazurina em cada
pogo, seguida de nova incubagéo por 1 hora. A aplicacéo
do corante possibilitou a leitura visual: a mudanca para a
colorag&o rosa indicou crescimento bacteriano, enquanto
a coloracgdo azul correspondeu a auséncia de crescimento.
A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) foi definida
como a menor concentracdo do composto capaz de

impedir o crescimento visivel da cultura bacteriana.

Resultados e discussao
Os ensaios de CMI realizados com o Eugenol
demonstraram valor de 600 pg/mL frente a cepa
Escherichia coli ATCC 25922. Para as bactérias gram-
positivas, o S. aureus HU25 apresentou CMI de 600
pg/mL, enquanto o S. aureus ATCC 29213 apresentou

um valor mais elevado, de 1200 pg/mL. As Figuras
abaixo ilustram esquematicamente esses resultados.

Figura 2 — Placa de CMI para E. coli ATCC 25922
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Figura 3- Placa de CMI para S. aureus HU25

S. aureus HU25
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Figura 4- Placa de CMI S. aureus ATCC 29213

S. aureus ATCC 29213
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No caso da cepa E. coli ATCC 25922, o valor de
CMI obtido estd de acordo com os dados da literatura,
demonstrando valores proximos ou mais elevados. Fink
et al. (2023), por exemplo, relataram CMI de 0,1 mg/mL
para essa mesma bactéria.

Para as cepas gram-positivas, os valores de CMI
foram superiores do que o descrito por outros trabalhos.
Al-Shabib et al. (2017) analisaram diversas cepas MRSA
e observaram valores de CMI variando entre 42 e 665
pg/mL.

Para a cepa S. aureus HU25, resistente a
meticilina pode-se observar, os menores valores CMI do
Eugenol em comparacgdo a cepa referéncia. Lopes et al.
(2021) observou comportamento semelhante do Farnesol,
outro constituinte de dleo essencial. Esse resultado revela
gue os componentes de 6leos essenciais sao promissores
no tratamento de bactérias com genes de resisténcia.
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As diferencas encontradas entre este trabalho e
os dados disponiveis na literatura podem estar
relacionadas a diferengas metodolégicas, como a pureza
do Eugenol, o meio de cultura utilizado, a cepa
investigada, a carga bacteriana inoculada (Alves et al.,
2008), bem como adaptagdes da metodologia. Além
disso, estudos apontam que a atividade do Eugenol pode
variar significativamente entre cepas distintas (Ribeiro et
al., 2024).

Conclusotes
Os resultados obtidos nos experimentos
microbioldgicos evidenciam que o Eugenol apresenta
atividade bacteriostatica tanto contra cepas gram-
positivas quanto contra cepas gram-negativas.
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