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RESUMO

A crescente resisténcia antimicrobiana a drogas e sua propaga¢do no mundo s3o as
maiores ameacas a saude publica e ao tratamento de doengas acometidas por microrganismos.
Recentemente o surgimento da resisténcia antibacteriana a multiplos antibidticos aumentou
drasticamente. Os 6leos essenciais s30 compostos quimicos complexos, volateis e aromaticos
extraidos de diversas partes das plantas como flores, folhas, frutos, sementes, raizes, brotos,
entre outras. Plantas medicinais sdo usadas na medicina popular uma vez que apresentam um
amplo espectro de atividade, como inibi¢do de crescimento contra microrganismo,
propriedades medicamentosas e flavorizantes bem como medicamentos, antibioticos,
analgésicos, sedativos e antinflamatodrios. A atividade biologica de extratos e 6leos essenciais
tem sido objeto de estudo cientifico atualmente. O uso de plantas medicinais como fonte de
medicamentos ¢ uma solucdo alternativa para terapéutica no tratamento de doengas. No Brasil
estudos com esta finalidade sd@o de grande importancia, devido a biodiversidade da flora do
pais, portanto a necessidade da busca por novas fontes vegetais torna-se relevante. O presente
estudo visa determinar a atividade antimicrobiana de 10 espécies medicinais pertencentes a
CPMA - Colecao de Plantas Medicinais ¢ Aromaticas do CPQBA/UNICAMP. Além disso, a
identificacdo quimica e o fracionamento dos 6leos essenciais e extrato com melhor atividade
serdo analisados e posteriormente serd relacionada a melhor atividade antimicrobiana com a

composicdo das fracdes mais ativas.

Palavras chaves: Atividade antimicrobiana; Concentracdo minima inibitéria; Oleo essencial; Plantas

medicinais



ABSTRACT

The increase of the antimicrobial resistance and its propagation around the world are
the biggest threats to the public health care and to the treatment of diseases caused by
microorganisms. Nowadays the antimicrobial resistance has increased abruptly. The essential
oils are volatile and aromatic compounds derived from parts of plants as flowers, leafs, fruits,
seeds, roots, sprouts, among others. The activity of extracts and essential oils of several plant
species have been recognized and studied by empirical methods since a long time, but its
antimicrobial activities were confirmed recently. Medicinal plants are used in folk medicine
as medicines, antibiotic, analgesic, sedative and anti-inflammatory. The use of medicinal
plants like source of medicines is an alternative of therapeutics for diseases treatment. In
Brazil, studies with this goal are very important, once medicinal plants have been used as a
choice of treatment and prevention of infections and diseases in health areas. Considering the
fact that some products from medicinal plants have antimicrobial properties it is expected that
using screening programs, new potential medicaments could be developed. Otherwise,
scientific researches focused on determining therapeutic potential of plants are limited, there
are lack of scientific studies which confirms the potential antibiotics properties of a large
number of plants. The aim of the present study is determinate the antimicrobial activity of 10
medicinal species belonging to CPMA - Collection of Medicinal and Aromatic Plants from
CPQBA/UNICAMP. The minimal inhibitory (MIC) and minimal bactericidal or fungicidal
concentration (MBC) will be determined against the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus and the yeast Candida albicans.
Furthermore, will be conducted chemical identification and fractionation of essential oils and

extract with better activity.

Keywords: Antimicrobial activity; Essential oil; Medicinal plants; Minimal inhibitory concentration
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1. INTRODUCAO

Em 1928, Alexandre Fleming, médico microbiologista, observou a inibicdo do
crescimento da bactéria Staphylococcus aureus pela contaminagdo fungica Penicillium
notatum. O marco histérico da descoberta foi um grande avan¢o na medicina devido a
importancia no tratamento de doengas infecciosas no homem e em uso veterinario
(TORTORA, 2004).

No entanto, o consumo mundial excessivo de antibidticos tem implicado na resisténcia
bacteriana, ocasionando um sério problema de satide publica. A resisténcia por certos
microrganismos pode ter reflexo na terapéutica humana e animal, principalmente em relacao
as bactérias Gram negativas, devido a selecdo de linhagens com resisténcia a multiplas
drogas.

Baquero & Blazquez (1997) organizaram uma revisdo bibliografica sobre a evolucao
da resisténcia a antibidticos. A resisténcia bacteriana ¢ um dos maiores acontecimentos da
evolucdo bioldgica contemporanea. Os antibidticos estdo entre as poucas drogas que curam e
reduzem os sintomas das doengas, sendo responsaveis pelo progresso da medicina moderna,
como avangos na cirurgia, quimioterapia do cancer, transplante de 6rgdos, entre outros. No
entanto, ha o risco do retorno a era pré-antibiotica principalmente, devido a necessidade de
descoberta de novos farmacos com esta finalidade.

De acordo com Soldrzano-Santos (2011), os dleos essenciais sdo compostos naturais
complexos, volateis, aromaticos obtidos de diversas partes das plantas como flores, brotos,
folhas, frutos, sementes, raizes, dentre outras. Sdo constituidos por metabolitos secundarios de
plantas aromaticas, terpenos e seus derivados oxigenados, terpendides (ésteres de acidos
aromaticos e alifaticos) e compostos fenolicos. Uma caracteristica importante dos
componentes do 6leo essencial ¢ a hidrofobicidade que permite interagir com os lipideos da
membrana celular bacteriana e mitocondrial, alterando a organizacdo das estruturas celulares,
tornando-as permedveis. O extravazamento de moléculas e ions essenciais levard a morte
celular dos microrganismos. Silva et al. (2003) relata que a exposi¢do aos antifungicos
provoca danos @ membrana celular, deixando-as soliveis e com fraturas significativas, o que
acabam expondo o seu conteudo celular.

A atividade biologica de oleos essenciais e extratos de plantas tem sido objeto de
intensa investigacao cientifica. Plantas superiores e aromaticas sdo amplamente utilizadas na

medicina popular, bem como para aumentar o prazo de validade dos alimentos, uma vez que
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apresentam um amplo espectro de atividade, com inibi¢do de crescimento observada contra
bactérias, leveduras e fungos filamentosos (HULIN et al., 1998). Propriedades
medicamentosas e flavorizantes também s3o aplicaveis a estes compostos bem como
medicamentos, antibidticos, analgésicos, sedativos, antiinflamatorios, dentre outros
(BAKKALI et al., 2008). Pode-se aumentar a eficacia de um composto antimicrobiano através
do uso combinado deste com os 6leos essenciais.

As propriedades antimicrobianas de extratos e Oleos essenciais de diversas espécies
vegetais t€ém sido reconhecidas e estudadas empiricamente durante séculos, mas foram
cientificamente confirmadas apenas recentemente (ARANA SANCHEZ et al., 2010;
KARPANEN et al.,, 2010; LORENZI et al., 2009). O uso de plantas como fonte para
medicamentos ¢ predominante em paises em desenvolvimento. Trata-se de uma solugdo
alternativa para a terapéutica de problemas de satide e estd bem estabelecido em algumas
culturas e tradi¢des, especialmente na Asia, América Latina e Africa (SHALE et al., 1999).
No Brasil, estudos com esta finalidade sdo de grande importincia, uma vez que plantas
medicinais tém sido utilizadas em vérias areas da saide como forma alternativa de tratamento
e prevencao de infec¢des e doengas.

Uma vez que as plantas medicinais possuem uma grande variedade de substancias com
propriedade antimicrobiana, ¢ esperado que através de programas de triagem haja uma
possibilidade de descoberta de compostos potenciais para o desenvolvimento de novos
antibioticos. No entanto, as pesquisas cientificas visando determinar o potencial terapéutico
das plantas sdo limitadas, havendo falta de estudos cientificos experimentais que confirmem
as possiveis propriedades antibidticas de um grande numero de plantas.

De acordo com Yamamoto & Ogawa (2002), o extrato etanolico de semente de Perilla
sem lipideos inibe fracamente o crescimento de cepas bacterianas orais patogénicas. O extrato
de acetato de etila obtido do extrato etanodlico por particdo exibiu forte atividade
antimicrobiana contra Streptococcus oral e outras cepas de Porphyromonas gingivalis. A
atividade antimicrobiana de 6leo essencial de Origanum vulgare ssp. hirtum foi constatada
por Dorman & Deans (2000), corroborando com o estudo de Kivanc & Akagul (1986). O oleo
essencial apresenta atividade antibacteriana efetiva tanto em bactérias gram-positivas € como
em gram-negativas, contrastando com o resultados encontrados por Zaika (1988), Hussein
(1990) e Smith-Palmer et al. (1998).

Nicolls (1970) evidenciou a atividade antifingica presente em plantas da familia

Passifloraceae, particularmente nas espécies Passiflora caerulea, Passiflora edulis e
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Passiflora mollissima. Bimer & Nicolls (1973) sugeriram que o agente antibacteriano e
antifingico de Passifloraceae pertence ao grupo de componentes do poliacetileno. A atividade
antibiotica do acetileno e poliacetileno sdo conhecidas em grupos de plantas e fungos
superiores. A acdo dos componentes do acetileno ¢ a inibi¢do da germinagao e do crescimento
micelial de alguns grupos de fungos (ALLEN & THOMAS, 1971; THOMAS & ALLEN,
1970; LECHNER et al., 1970).

1.1 Candida albicans

E um fungo oportunista que causa infecgdes sistémicas em pessoas predispostas,
normalmente pacientes com o sistema imunologico debilitado - como pacientes HIV positivos
- ou que foram submetidos a tratamento prolongado com certos medicamentos, como o0s
antibidticos (ZHANG et al., 2002). Vive juntamente com outros microrganismos de maneira
comensal no trato gastrointestinal, cavidade oral, sangue e no sistema genital de hospedeiros.
Em circunstancias normais ndo causam efeito nocivo ao homem, porém de acordo com Ryan
& Ray (2004) ao reagir a estimulos ambientais, tais como, alteragdes no mecanismo de defesa
ou comprometimento nas barreiras anatémicas do hospedeiro (COLOMBO & GUIMARAES,
2003), podem tornar-se patogénica. Assim, a forma unicelular do tipo levedura da C. albicans
transforma-se em uma forma filamentosa, multicelular e invasiva, infectando o tecido do
hospedeiro.

A espécie C. albicans tem um grande potencial patogénico amplamente conhecido,
apresentando como principais fatores de patogenicidade e viruléncia (CHAKRABARTI et al.,
1991; DIGNANI et al., 2003):

e Capacidade de aderéncia a diversos substratos como mucosas e epitélios.

e Producdo do tubo germinativo como consequéncia da transformacdo em estruturas
filamentosas, que auxiliam na invasao tecidual.

e Termotolerincia significativa

e Producao de enzimas extracelulares como proteinases e fosfolipases.

De acordo com Price (1982), a enzima fosfolipase B localiza-se na superficie da
levedura e na extremidade do tubo germinativo. Ela representa um fator importante para o
processo de infeccdo, porque age na hidrolise de fosfolipideos, dando origem a

lipofosfolipideos que causam danos a célula epitelial. Além disso, a proteinase secretada pela
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C. albicans, as classificadas como proteinases aspartil secretadas (Sap), sdo também
responsaveis pela patogenicidade destes fungos (HUBE & NAGLIK, 2001; CALDERONE &
FONZI, 2001).

Estas enzimas sdo codificadas por 10 familias de genes Sap, com peso molecular que
varia entre 35 e 50 kDa. (FELK et al., 2000; MONOD et al., 1994; MONOD et al., 1998) e
sdo essenciais para o crescimento do fungo, quando utilizada como unica fonte de nitrogénio
(HUBE et al., 1994; HUBE et al., 1997a). A produgdo de Sap est4 associada com uma série de
atributos de viruléncia da C. albicans, incluindo formacdo de hifas, adesdo ¢ mudanga
fenotipica nas quais destacam-se o envolvimento complexo das Saps na patogenicidade
(NAGLIK et al., 2003a).

Os azdis sdo drogas de baixa incidéncia de efeitos colaterais. Sua ac¢do, assim como a
anfotericina B, envolve a ligagdo dos polienos ao esterol (mais especificamente, o ergoesterol)
da membrana celular de fungos sensiveis, formando poros ou canais. O resultado seria o
extravasamento de pequenas moléculas devido ao aumento da permeabilidade da membrana
celular, levando a morte celular (BERGOLD & GEORGIADIS, 2004).

A espécie C. albicans adquriu resisténcia a muitos antifungicos potentes, inclusive ha
casos de resisténcia adquirida a azdlicos em pacientes que foram expostos prolongadamente a
estas drogas (NUCCI & COLOMBO, 2002). Os azdis ainda apresentam desvantagens da
resisténcia cruzada aos antimicrobianos, resultando na coresisténcia, ou seja, a presenca de
muitos mecanismos que caracterizam-se pela resisténcia a um unico hospedeiro, levando a
resisténcia a multiplos farmacos com caracteristicas bioquimicas semelhantes as quais o
microrganismo ndo havia sido exposto (PELLEGRINO et al., 2002; WILLIAMS & LEMKE,
2002; MCGOWAN, 2006).

A anfotericina B ¢ um antibidtico que apresenta efeitos adversos significativos, como
nefrotoxicidade e febre com episodios de calafrios, dentre outros (GOODMAND &
GILMAN, 1996). E uma substancia fungistatica e fungicida isolada de cepas de Streptomyces
nodosus. Seu espectro de agdo inclui todas as espécies do género Candida, algumas espécies

de Aspergillus, Blastomyces dermatitidis, entre outros fungos (BATISTA et al., 1999).

1.2 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae. E um bacilo gram-

negativo anaerdbio facultativo, fermentadora de lactose e glicose, produtora de acidos e gases.
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Habita comensalmente a microbiota anaerdbia intestinal normal do homem, de mamiferos e
aves (DRASAR & HILL, 1974). Apesar desta relagdo ecologica, muitas cepas de Escherichia
coli sao comprovadamente nocivas ao homem (LEVINE, 1987) e para outros animais
(BETTELHEIM, 2002). E utilizada em pesquisa basica, principalmente na genética molecular
e tecnologia do DNA recombinante, devido a grande facilidade de manipulagdo deste
microrganismo.

De acordo com a literatura, todas as linhagens de E. coli foram inicialmente
classificadas como enteropatogénicas (EPEC), mas conforme estudos foram feitos a respeito
dos mecanismos de patogenicidade, novas classes da linhagem de E. coli foram agrupadas
(KAPER, 1994). Estas classes sdo associadas a sorogrupos particulares definidos pelo
antigeno somatico “O” do lipopolissacarideo da membrana externa da bactéria. De acordo
com Levine (1987) atualmente ha varias classes de E. coli diarregénica, dentre elas, as
chamadas enteropatogénicas (EPEC), enterohemorragicas (EHEC), enteroinvasivas (EIEC),
enterotoxigénicas (ETEC), enteroagregativas (EaggEC), associadas a diarréia hemolitica
(DHEC) e produtoras de toxina citoletal (CDT).

Para que uma bactéria possa iniciar um processo infeccioso e desenvolver um quadro
patoldgico, ¢ necessario apresentar certos atributos especiais de viruléncia ou fatores de
viruléncia. Estes fatores permitem que linhagens de E. coli iniciem um evento infeccioso,
através de processos de colonizagdo, invasdo e producao de toxinas (LEVINE et al., 1987).
Diversos quadros patologicos, como por exemplo, gastroenterites, infec¢des urinarias,
septicemia ou meningites podem ser ocasionadas pela bactéria E. coli (HANSON et al., 1988;
LEVINE et al., 1987; LEVINE, 1987).

Embora E. coli seja encontrada livre no ambiente e atue como um comensal no
intestino de mamiferos, a transferéncia horizontal de genes tem permitido mudangas
fenotipicas de algumas linhagens de bactérias comensais para patogenos (BAUMLER et al.,
1997). Para que uma infecgdo seja bem sucedida ¢ necessario que haja uma interagdo entre
patdgeno e hospedeiro, a nivel celular e molecular. Deste modo, ¢ indispensavel que na
superficie da célula bacteriana existam estruturas que reajam com sitios especificos presentes
nas membranas das células de determinados tecidos do hospedeiro, permitindo a adesao,
multiplicagdo in loco e colonizagdo do tecido pelo patdgeno.

O uso abusivo de medicamentos antimicrobicidas pode explicar o fato do aumento da
resisténcia a drogas por parte de certos grupos de microrganismos, com reflexos na

terapéutica humana e animal, principalmente no que diz respeito a bactérias gram-negativas,
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devido a selecao de linhagens apresentando resisténcia a multiplas drogas. Em varios paises,
incluindo o Brasil, antibidticos vém sendo aplicados como aditivos em ragdes, para promover
crescimento animal e também para prevencao ou tratamento de algumas doengas especificas
(VALLE, 1985). O uso destes medicamentos de maneira indireta ¢ em longo prazo pode dar

origem a sele¢do de cepas resistentes (TAVARES, 1990).

1.3 Pseudomonas aeruginosa

E uma bactéria em forma de bastonete gram negativa, nio fermentadora encontrada
em diversos ambientes ou associadas a animais e plantas, causando infecgdes oportunistas.
Normalmente aerdbia restrita, no entanto pode crescer em ambientes anaerdbios na presenga
de fons nitrato. E um microrganismo ubiquo, no entanto, pouco presente na microbiota de
individuos saudéveis.

Pseudomonas aeruginosa ¢ um agente de infec¢des nosocomiais graves, com elevada
letalidade (PELLEGRINO, 2002; OSMON, 2004; SAFDAR, 2004). Atualmente, posiciona-se
também entre os principais agentes de infecgdes hospitalares, assim como Staphylococcus
coagulase negativo ¢ o S. aureus (SADER et al., 2001). O trato gastrointestinal ¢ um dos
principais locais de colonizagdo e reservatorio de P.aeruginosa, podendo ser encontrada em
outros locais também, como orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo (KISKA & GILLIAN,
2003).

Em um estudo feito por Figueiredo et al. 2007, houve uma taxa de resisténcia cruzada
entre 22,9% e 38,1%, nos farmacos carbapenémicos e a piperacilina em associacdo com
tazobactam e as drogas comumente utilizadas como adjuvantes no tratamento das infec¢des
graves transmitidas por Pseudomonas como os aminoglicosideos e quinolonas. Este resultado
demonstra a dificuldade nas opcdes de associacdo de antimicrobianos para tratamentos
combinados.

Dentre os mecanismos responsaveis pela resisténcia as drogas destacam-se: baixa
permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo, producdo de enzimas inativadoras de
aminoglicosideos, alteragdes do alvo das fluoroquinolonas e produgdo de B- lactamases (LI et
al. 1994).

Estudos latino-americanos vém mostrando uma redugdo significativa da agdo deste
grupo de antimicrobianos contra a P. aeruginosa em decorréncia da produgdo de metallo-

beta-lactamases na regido (ANDRADE et al., 2003; BAYRAM et al., 2006; GALES et al.,
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2007), indicando taxas de susceptibilidade de 64% (KIFFER et al. 2003; SADE et al. 2005),
muito proximas aos resultados encontrados nos estudos de Figueiredo et al., 2007. Apesar de
controverso, o uso de esquemas combinados de antimicrobianos parece eficiente para pacien-
tes com infecgdes graves por Pseudomonas, particularmente as infecgdes com bacteremia
(SAFDAR et al. 2004).

Do ponto de vista da microbiologia, estudos feitos por Figueiredo et al. (2007)
mostrou que a amicacina ¢ o melhor farmaco para associagdo de antimicrobianos devido a
maior sensibilidade e menor resisténcia cruzada com os carbapenémicos e beta-lactimicos.
Adicionalmente, o menor potencial dos aminoglicosideos em induzir multipla resisténcia
bacteriana em relacdo as quinolonas (NSEIR et al. 2005). Contudo ndo podemos excluir o
risco de nefrotoxicidade e ototoxicidade (compromimento da fungdo auditiva e/ou sistema
vestibular periférico) induzidos pelos aminoglicosideos (GILBERT, 2005), resultando em
lesdes significativas.

No entanto, a associagdo de antimicrobianos com quinolonas, apesar da sua menor
toxicidade parece ser desvantajosa, pois além da elevada freqliéncia de resisténcia as
quinolonas, a resisténcia cruzada com os carbapenémicos e beta-lactamicos ficam em torno de

30% a 40%, reduzindo o potencial terapéutico da associacdo (FIGUEIREDO et al., 2007).

1.4 Salmonella choleraesuis

As salmonelas sdo bactérias do tipo bastonetes gram-negativas, ndo esporuladas,
anaerdbias facultativas e amplamente distribuidas no ambiente. Seus principais reservatorios
s30 o homem e os animais (BRENNER et al., 2000). Doengas alimentares causadas por
Salmonella ocorrem pelo nimero significativo de determinada linhagem do género (JAY,
2005). S3o tipicamente fermentadoras de glicose e manose, sem producdo de gas. Nao
fermentam substratos como a lactose e sacarose, todavia a maioria produz éacido sulfidrico
(BROOKS et al., 2009).

Salmonella pode causa estado de infec¢ao assintomatico ou sintomatico no homem. As
manifestagdes clinicas causadas pela bactéria incluem: febre entérica, gastroenterite,
bacteremia, endocardites, entre outras (MAHON & MANUSELIS, 2000; VIDAL et al.,
2003). De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Salmonella
spp foi o agente etioldgico mais prevalente nas doengas transmitidas por alimentos no periodo

de 1999 a 2004 no Brasil. O tratamento da salmonelose com medicamentos antimicrobianos
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nao ¢ recomendado para os casos que acometem individuos saudéaveis. No entanto o uso de
antimicrobianos ¢ recomendado em idosos, pacientes muito jovens ou imunocomprometidos e
quando ha infeccao extraintestinal.

De acordo com Kovarz et al. (1994) e Jay (2005) epidemiologicamente, as salmonelas
podem ser distribuidas em trés grupos, dentre os quais a Salmonella enterica ser. Choleraesuis
faz parte do grupo de serovares adaptados a hospedeiros especificos. Alguns podem ser
patogénicos a0 homem e, eventualmente, podem vir a ser veiculados pela alimentacdo. Como
exemplo podemos citar: S. enterica ser. Gallinarum (frango), S. enterica ser. Dublin
(bovino), S. enterica ser. Abortus-equi (cavalo), S. enterica ser. Abortus-ovis (ovelha) e S.
enterica ser. Choleraesuis (suino).

Segundo Wray & Sojka (1977), animais infectados com Salmonella sao as maiores
fontes de infec¢do para o homem e outros animais. Assim, ¢ importante 0 monitoramento
constante e a identificacdo dos sorovares, além do estabelecimento da relacdo epidemioldgica
ao longo da cadeia de produgdo. A resisténcia aos antimicrobianos também deve ser
determinada para verificar se ha aquisi¢ao e disseminagdo desse perfil (EFSA, 2008Db).

As salmonelas exprimem fatores de viruléncia que participam de diferentes
mecanismos patogénicos. A maioria destes fatores ¢ determinada por genes cromossomais,
muitos destes localizados dentro das denominadas “ilhas de patogenicidade”. Tratam-se de
grandes regides cromossomais da célula bacteriana que carreiam um ou mais genes de
viruléncia (SCHMIDT & HENSEL, 2004).

A peculiaridade da Salmonella na atenuagdo dos mecanismos imunoldgico do
hospedeiro baseia-se em atributos estruturais e fisiologicos que agem tanto sinergicamente,
quanto independentemente, para promover sua sobrevivéncia e crescimento no hospedeiro.
Entre tais fatores incluem-se: fimbrias, adesinas, hemoglutininas, polipeptideos, flagelos,
polissacarideos de membrana, resisténcia a fagocitose por macréfagos, porinas, resisténcia ao
soro plasmideos de viruléncia, resisténcia a antibidticos, toxinas (enterotoxinas e citotoxina)

entre outros fatores (CARRAMINANA et al., 1997).
1.5 Staphylococcus aureus
S. aureus ¢ uma bactéria de grande interesse médico, pois esta relacionada a diversas

infeccdes em seres humanos. Pode provocar doencas desde infeccdes como espinhas,

furinculos ou celulites até infecgdes graves como pneunomia, endocardites, meningites,
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dentre outras. Pertencentes ao grupo dos cocos gram e catalase positivas, nao possuem
mobilidade, nao esporulados e geralmente ndo encapsulados. Normalmente encontrada na
pele e nas fossas nasais de pessoas sauddveis. Podem apresentar-se em diferentes formas
como isoladas, aos pares, em cadeias curtas ou agrupados irregularmente (CASSETARI et al.,
2005; KONEMAN et al., 2001; TRABULSI & ALTHERTHUM et al., 2005).

O género pertence a familia Micrococcae atualmente com 33 espécies, sendo que 17
podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas (CASSETARI et al., 2005; KONEMAN
et al., 2001). A distribuicdo da espécie S. aureus ¢ ampla, visto que a bactéria € resistente a
dessecacao e ao frio, podendo permanecer viavel em particulas de poeira.

As doengas provocadas pela bactéria S. aureus podem ser decorrentes da invasao
direta nos tecidos, por bacteremia primaria, ou seja, pela presenca da bactéria na corrente
sanguinea, causando infec¢do, neste caso, primaria ou, exclusivamente, devido as toxinas
produzidas pela bactéria (ANDRIOLO, 2005; BRAUNWALD et al., 2002; SCHECHTER &
MARANGONI, 1998).

Num primeiro momento, S. aureus adere a pele ou a mucosa para, em seguida, romper
a barreira epitelial, comprometendo estruturas de ligagdes intercelulares, como desmossomos
e juncdes de aderéncia (IWATSUKI, 2006.). Apds a invasdo do epitélio, 0 microrganismo
utiliza-se de diversas formas de estratégias para garantir sua sobrevivéncia, tais como,
opsonizagdao do complemento, neutralizagdo da fagocitose e inibicao da resposta imunologica
humoral e celular.

O grande potencial da S. aureus nao estd restrita apenas capacidade de invasdo,
multiplicagdo e dissemina¢do nos tecidos, mas também a sua habilidade de producdo de
toxinas e enzimas com poder patogénico, por exemplo, betalactamase, coagulase,
hialuronidase e catalase. Dentre as toxinas produzidas, podemos citar alfa, beta e gama
toxinas, leucocidina, esfoliatina e enterotoxina (BRAUNWALD et al., 2002; SCHECHTER &
MARANGONI, 1998 NOVICK, 2007).

S. aureus ¢ um agente de infec¢do hospitalar, considerada um dos maiores patdgenos
nosocomial responsdvel por inativar agdo de varios antibidticos, tornando um grande
impecilho para a satide ptublica (STRATTON, 2000). A bactéria adquiruiu resisténcia quase
todos os antimicrobianos, com excec¢ao da vancomicina, entretanto, hé relatos de cepas de S.

aureus resistentes a este antibidtico. (CDC, 1997; FREITAS & FONSECA, 1987).
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1.5 PLANTAS MEDICINAIS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A problematica da resisténcia de microrganismos patégenos a inimeras drogas ¢
atualmente reconhecida, sendo a procura de novos antibidticos a partir de espécies vegetais,
uma das medidas mais indicadas para solucionar este impasse. Oleos essenciais e extratos de
plantas medicinais apresentam atividade antimicrobiana contra um grande numero de
microrganismos incluindo espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (CARSON
etal., 1995; CARSON & RILEY, 1995; DUARTE, 2006). Ainda que industrias farmacéuticas
venham produzindo um numero significativo de novos antibioticos nas ultimas trés décadas, o
aumento da resisténcia de microrganismos para essas drogas ¢ atualmente reconhecido
(NASCIMENTO et al., 2000).

A resisténcia microbiana aos antibidticos no mercado esta aumentando e a perspectiva
para o uso de drogas antimicrobianas no futuro ¢ ainda incerta. Assim, agdes devem ser
tomadas para reduzir esse problema, por exemplo, para controlar o uso de antibioticos, deve
haver o desenvolvimento de pesquisas para melhor entendimento ¢ compreensao do
mecanismo genético de resisténcia, dando continuidade aos estudos para o desenvolvimento

de novas drogas, sintéticas ou naturais (PRASHAR et al., 2003).

1.6 Atividade anti Candida albicans

Atualmente, muitos estudos em diferentes paises tém avaliado a inibigdo de C.
albicans por extratos, 0leos essenciais e substincias isoladas de plantas. Estas substancias
extraidas das plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de fungos
relacionados a infec¢des superficiais da pele (ADAM et al., 1998), de bactérias patogénicas
bucais (CECANHO et al., 1999), e de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo
bactérias gram-negativas e gram-positivas (GALLI et al., 1985). No entanto as informagdes
disponiveis sobre plantas medicinais ativas contra a levedura C. albicans nao resultou, até o
momento, em formulagdes para uso humano ou animal, exceto algumas patentes utilizando
material derivado de plantas da familia do Allium (PLUMMER, 1992), de Radix gentianae
(CHEN, 1998) e cinco extratos de plantas estudados por LEE et al. (2003).

Duarte et al. (2005) investigaram Oleos essenciais e extratos etanolicos obtidos de 35
plantas medicinais comumente usadas no Brasil para atividade anti C. albicans. Os 6leos

essenciais de 13 plantas mostraram atividade anti Candida incluindo Aloysia triphylla,
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Anthemis nobilis, Cymbopogon martinii, C. winterianus, Cyperus articulatus, C. rotundus,
Lippia alba, Mentha arvensis, M. piperita, Mentha sp., Mikania glomerata, Stachys byzantina
e Solidago chilensis com concentragdes minimas inibitorias de 0,25 a 2,0 mg/mL.

Um levantamento de plantas medicinais usadas para tratar micoses comuns foi feito na
cidade de Curitubam - Sergipe, por Cruz et al. (2007). Cem habitantes foram entrevistados por
agentes de saude, e quatro diferentes plantas foram as mais citadas (mais do que 50% das
citagdes): Ziziphus joazeiro, Caesalpinia pyramidalis, Bumelia sartorum e Hymenea
courbaril. Os extratos aquosos obtidos de diferentes partes dessas plantas foram submetidos
ao teste de difusdo em gota de dgar para triagem primaria da atividade antimicrobiana.
Somente o extrato aquoso de infusdo de Z. joazeiro ¢ C. pyramidalis apresentaram atividade
significante contra alguns microrganismos, entre eles, C. guilliermondii, C. albicans, quando
comparados com o padrao anfotericina B.

Barbaro (2009) avaliou a atividade in vitro de 6leos essenciais das seguintes plantas:
Zingiber officinalis, Coriandrum sativum, Cominum cyminum, Crocus sativus, Thymus
vulgaris, Myristica fragrans e Ocimum basilicum. Como resultado, a autora encontrou que
6leos de Cominum cyminum e O. basilicum foram os que tiveram melhor atuacdo frente a
Candida glabrata apresentando halos de inibigdo > 150 mm. Para C. parapsilosis e C. krusei,
o Cominum cyminum que apresentou maior atividade, obtendo-se halos de inibi¢do de 90 mm,
no entanto frente a diferentes cepas de C. albicans houve variagao no tamanho dos halos de
inibicdo para os diferentes Oleos testados, demonstrando-se que existe variagdo na
susceptibilidade entre as linhagens de um mesmo microrganismo. Sartoratto et al. (2004) e
Duarte et al. (2005) compararam atividade antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos de
plantas aromaticas brasileiras e obtiveram como resultados: para os 6leos de Thymus vulgaris
e O. basilicum concentragdo minima inibitoria de 2.000 pg/mL e > 2.000 pg/mL,
respectivamente para C. albicans - ATCC 10231.

Outros autores em diversos paises pesquisaram sobre a atividade anti Candida de
plantas medicinais usadas tradicionalmente, identificando espécies ativas, como € o caso de
plantas medicinais de Venda (STEENKAMP et al., 2007), de Euphorbia fusiformis, uma
espécie medicinal rara (NATARAJAN et al., 2007), e de plantas medicinais da Turquia
(OSKAY & SARI, 2007).
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1.7 Atividade anti Escherichia coli

A relacao entre resisténcia a drogas e sintese de enterotoxinas foi estudada por varios
autores (SCALETSKY, 1982; SCALETSKY et al., 1982b; SILVA et al., 1982). Usualmente
estas caracteristicas sdo codificadas por plasmideos independentes (SCALETSKY et al.,
1982b; SILVA et al.,, 1982), sendo de baixa freqiiéncia a ocorréncia de plasmideos
codificando simultaneamente resisténcia a drogas e sintese de um ou outros tipos de
enterotoxinas.

Resisténcia a antibidticos ¢ um fendmeno que ocorre amplamente em ETEC. Estas
linhagens transportam geralmente cinco ou mais tipos distintos de plasmideos, sendo que
freqiientemente um ou mais sdo plasmideos de resisténcia (R) que confere resisténcia a
antibioticos especificos. (ELWELL & SHIPLEY, 1980; SILVA et al., 1982).

Estudos feito por Rauha et al. (2000) envolvendo 13 substancias fendlicas e 29
extratos preparados a partir de plantas finlandesas foram avaliados quanto a atividade contra
Aspergillus niger, B. subtilis, C. albicans, E. coli, Micrococcus luteus, P. aeruginosa, S.
cerevisiae, S. aureus ¢ S. epidermidis. As substancias flavona, quercetina e naringenina foram
capazes de inibir o crescimento dos microrganismos. O extrato vegetal mais efetivo foi
lisimaquia purpura (Lythrum salicaria L.) contra C. albicans. A maioria dos demais extratos
inibiu o crescimento das bactérias estudadas.

Schuck et al. (2001) encontrou como resultados de seus estudos que o infuso de folhas
secas de Cymbopogon citratus apresentou atividade contra S. aureus ¢ E. coli. O decocto de
folhas secas demonstrou atividade frente ao S. aureus, obtendo-se para ambos, halos de
inibi¢do inferiores ao padrao cloranfenicol.

O oleo de citral apresentou melhor agdo antimicrobiana, quando comparado com o
0leo limoneno, obtendo-se halos de inibi¢do superiores ao padrao de nistatina, apesar da
menor quantidade empregada. O dleo volatil foi ativo, em especial, contra S. aureus e C.
albicans, superando os valores de inibigdo dos antibioticos padrdes. Os resultados obtidos
sugerem que a inibi¢do do crescimento do microrganismo seria devido a volatilizagdo do dleo
na placa. Nos testes em que se utilizou o inoculo de C. albicans nas concentragdes de 1 e 2%
e 20 mL do dleo volatil, ndo houve crescimento da levedura nas placas, porém, na
concentragdo de 4%, ao redor da zona de inibicao formada, observaram-se pequenas colonias

da mesma. Empregando- se o indculo de C. albicans a 1% observou-se que o dleo de citral e
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o 6leo volatil ocasionaram inibicao total do microrganismo, nas quantidades de 5 e 20 uL,
respectivamente (SCHUCK et al., 2001).

Delaquis et al. (2002) estudaram a concentracdo minima inibitdria de 6leos essenciais
sobre bactérias gram positivas e negativas ¢ sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os
6leos essenciais de Anethum graveolens L., Eucalyptus dives e sementes e folhas de C.
sativum foram obtidos por destila¢ao, fracionados e analisados por cromatografia gasosa. O
6leo essencial das sementes e folhas de C. sativum mostram-se efetivos contra Pseudomonas
fragi, E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus, S. cerevisiae ¢ principalmente contra
Listeria monocytogenes.

De acordo com os estudos de Lo Cantore et al. (2004), foi observada uma significativa
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Coriandrum sativum e Foeniculum vulgare,
contra dois micopatogenos, sendo uma espécie responsavel por doencas no cultivo de
cogumelos comestiveis, 27 espécies de bactérias fitopatogénicas, E. coli e Bacillus
magaterium. A avaliagdo foi feita por testes de difusdo em agar indicando que os dois dleos
essenciais avaliados possuem alto efeito antimicrobiano, podendo ser usado como bactericida
natural para controle de doengas de plantas.

Sagdic & Ozcan (2003) estudaram a atividade de hidrosois de ervas contra bactérias,
incluindo E. coli ATCC 25022 e E. coli O157:H7. O orégano e segurelha de verdo foram
efetivos contra todas as bactérias durante incubagdo. Além disso, estes autores estudaram
dezoito extratos de ervas comumente consumidas ao redor do mundo. Estas espécies foram
testadas contra 23 linhagens de bactérias, para compara¢do de seus efeitos antibacterianos
com 11 antibidticos (SAGDIC et al.. 2003). Dentre os patogenos, E. coli ATCC 25922

cultivada em caldo nutriente foi inibida pelos extratos de Helichrysum compactum.

1.8 Atividade anti Pseudomonas aeruginosa

Entre as espécies de bactérias gram negativas, P. aeruginosa demonstra maior
facilidade de desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos convencionais, para isto, estudos
com plantas medicinais estdo sendo desenvolvidos no Brasil e em diversos paises no mundo.

A espécie Psidium guajava ¢ reconhecida popularmente como medicinal, sendo
utilizada contra colicas e diarréias, e caracteristicas diuréticas (MOURA, 1978; MORALES et
al., 1994; ALMEIDA et al., 1995). Adicionalmente apresenta ainda atividade antimicrobiana
(JATIARJ et al., 1999) e hipoglicemiante (ROMAN-RAMOS et al., 1995). Seus extratos, in



23

vitro, tém mostrado efeito inibitorio para diferentes microrganismos (ANDRIANTSOA,
1983; CARCERES et al., 1993; SANTOS et al., 1998). Varios autores demonstram a
atividade do extrato aquoso da folha contra diversas espécies, tais como, P. aeruginosa, E.
coli, Sarcina lutea, Serratia marcescens, Shigella flexneri, Staphylococcus albus e S. aureus
(SANTOS et al., 1998, NASCIMENTO et al., 2000; JIMENEZ, 1979; GNAN & DEMELHO,
1999).

Os extratos hidroalcoolicos do caule e da folha de Psidium guajava apresentaram uma
concentragdo minima inibitoria de 1,2 mg/mL e 1,8 mg/mL, para os microrganismos Shigella
spp e P.aeruginosa, respectivamente. Estes resultados corroboram com a literatura cientifica
em relagdo a P.aeruginosa (NASCIMENTO et al., 2000). O efeito frente a P. aeruginosa foi
muito sutil quanto a produ¢do de halo de inibi¢do pela metodologia MAPO (FIO CRUZ/
INCQS, 1992) o que corrobora com o estudo de Longbottom et al. (2004), que confirmaram a
tolerancia da P. aeruginosa frente ao 6leo essencial. Hammer et al. (2004) verificou em seus
estudos que alteragdes nas propriedades de membrana da C. albicans desencadearam o
processo de inibicdo, sendo possivelmente uma explicagdo para a producdo de halo de

inibi¢do pelo método em questao.

1.9 Atividade anti Salmonella choleraesuis

De acordo com Silvestri (2010), avaliou diferentes concentracdes do 6leo essencial de
Eugenia caryophyllata Thunb, popularmente conhecido como cravo-da-india. O o6leo
essencial desta espécie tem como principal componente majoritario o eugenol. Silvestri
(2010) estudou a agdo antimicrobiana do cravo-da-india para diversas bactérias gram positivas
como S. aureus e gram negativas como S. choleraesuis, E. coli, P. aeruginosa, dentre outras.
Somente S. choleraesuis mostrou-se sensivel significativamente ao 6leo essencial nas trés
concentragoes de 5 uL, 10 uL e 15 pL.

A agdo antibacteriana dos componentes de Oleos essenciais pode ocorrer de trés
diferentes formas: pela interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular; pelo
aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares; e por alteracdo de uma
variedade de sistemas enzimaticos, incluindo aqueles envolvidos na produgdo de energia
celular e sintese de componentes estruturais ou por inativagdo e destrui¢do do material

genético (KALEMBA & KUNICKA, 2003; DELAMARE et al., 2007).
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Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificagdo para materiais vegetais com base
nos resultados de MIC, considerando como: forte inibigao - MIC até 500 pg/mL; inibi¢ao
moderada — MIC entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibi¢do - MIC acima de 1600 pg/mL.

As concentragdes minimas inibitérias (CIM) das bactérias gram positivas
apresentaram variagdo de 0,2 mg.mL-1 (S. aureus) a 0,6 mg.mL-1 (Streptococcus mutans). Ja
a variagdo das CIM das bactérias gram negativas foi de 0,5 mg.mL-1 (S. choleraesuis,
Enterobacter cloacae ¢ Serratia sp.) a 0,8 mg.mL-1 (P. aeruginosa). Estes resultados sdo da
mesma ordem de magnitude dos resultados encontrados com o6leo essencial de Origanum
majorana (BUSATTA et al., 2008), Thymus vulgaris L. (KALPOUTZAKIS et al., 2001),
Salvia sp. (TEPE et al., 2004), Melissa officinalis (MIMICA-DUKIC et al., 2004) e Origanum
vulgare L. (BUSATTA et al., 2007).

1.10 Atividade anti Staphylococcus aureus

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos € extremamente
variavel entre os paises, origem hospitalar ou comunitdria das estirpes. Algumas espécies
apresentam resisténcia amplamente difundida em todo o mundo, como ¢ o caso da S. aureus.
No Brasil, atualmente, os estafilococos tanto o S. aureus como o S. epidermidis mostram-se
resistentes a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas, seja
em ambiente hospitalar ou na comunidade (DUARTE et al., 1994; PINTO et al., 1996;
RANGEL et al., 1995; SADER, 1998; SANTOS FILHO et al., 1994).

Plantas medicinais como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) demonstrou atividade
inibitoria contra S. aureus nas concentracdes 100%, 50% e 25% a partir da solugdo aquosa a
1%. Todavia ndo houve atividade na concentracdo de 10% e variagdes na comparagdo dos
resultados no periodo de incubacdo de 24 e 48 horas (SOUSA & CONCEICAO, 2007). Estes
resultados corroboram com os estudos feitos por Porte & Godoy (2001), onde existe uma alta
sensibilidade de bactérias gram positivas ao 6leo essencial de alecrim, incluindo S. aureus,
Micrococcus sp e Sarcina sp, bem como a levedura Saccharomyces cerevisidae.

Gnan & Demello (1999) mencionam uma atividade frente ao microrganismo S. aureus
no extrato aquoso da folha Psidium guajava na concentragdo de 6,5 mg/mL. Por outro lado, a
atividade antibidtica do extrato aquoso da folha desta espécie (numa concentracdo acima de 5

g/mL) foi observada tanto nos S. aureus quanto nos Streptococus -hemoliticos.



25

De acordo com Hussein et al., 1997 estudos quimicos com extratos obtidos de Punica
granatum L. tem revelado a presenca de compostos polifendlicos como os glicosideos
flavondides e taninos (1,2,4-tri-O-galloyl-fl-glucopyranose e 1,3,4-tri-O-galloyl-fl-
glucopyrano). A atividade antimicrobiana desta espécie tem sido relatada em varios estudos,
como por exemplo, Navarro et al., 1996, que relata a atividade contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e C. albicans. Prashanth et al., 2001 estudou a sua agdo contra S. aureus MTCC
737, E.coli MTCC 723 e em outros microoganismos. Machado et al., 2003 confirmou a
atividade desta espécie vegetal contra cepas de S. aureus meticilina resistentes e sensitiveis.

O extrato da casca do caule de cajueiro (Anacardium occidentale L.) possui atividade
antimicrobiana em diferentes organismos como Morganella morganii, P. aeruginosa, S.
aureus, E. coli e Salmonella typhi (LAURENS et.al., 1992). A capacidade de inibi¢do do
crescimento de microrganismos desta resina ¢ uma das caracteristicas farmacologicas mais
conhecidas e comprovadas cientificamente (SALOMAO et at., 2007). Pesquisadores tém
demonstrado tal atividade frente a diversos microrganismos como S. aureus, Bacillus subtilis,

S.typhinurium e S.enteritidis. (PARK et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

a) Determinar a atividade antimicrobiana, ou seja, a concentracdo minima inibitéria —
MIC de 6leos essenciais de 8 espécies medicinais e dos extratos de Passiflora incarnata e
Perilla frutescens pertencentes a CPMA, para os microrganismos Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphyloccocus aureus ¢ a levedura
Candida albicans;

b) Determinar a  concentragdo  bactericida/fungicida minima (MBC/MFC),
respectivamente dos 6leos essenciais e extratos de melhores atividades antimicrobianas;

c) Identificar quimicamente e fracionar os Oleos essenciais e os extratos de melhor
atividade antimicrobiana;

d) Determinar a atividade antimicrobiana das fracdes dos Oleos e extrato de melhor

atividade, visando relacionar a atividade com a composi¢ao das fragdes mais ativas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies medicinais

Foram estudadas 10 plantas medicinais e/ou aromaticas pertencentes a Colegdo de
Plantas Medicinais ¢ Aromaticas do CPQBA/UNICAMP — CPMA. No entanto, durante o
desenvolvimento do projeto, algumas espécies foram substituidas devido a quantidade
insuficiente de folhas das espécies na Colegdo, para obtencao do 6leo essencial.

Apesar da CPMA ser fiel depositaria junto ao CGEN, foi solicitada autorizacao para
estudo das plantas nativas junto ao CNPq (Anexo 1). Na Tabela 1 estdo discriminadas as

espécies vegetais utilizadas no presente estudo.

Tabela 1. Plantas medicinais e aromaticas da CPMA utilizadas no estudo

Nome Cientifico Nome Popular Origem No. CPMA
Bixa orellana Urucum N 252
Eugenia caryophyllata Cravo da India E 455
Melissa officinalis L. Balm Melissa,erva cidreira E 2363
Melissa officinalis L. citronela  Vassoura-do-campo E 2362
Ocimum basilicum Manjericao escuro E 2361
Ocimum tenuiflorum L. Manjericao roxo E 2367
Origanum vulgare hirtum Orégano grego E 2360
Passiflora incarnata L. Maracuja-verdadeiro E 2365
Perilla frutescens Perilla verde E 2359
Salvia microphylla Melhoral E 2192

N: nativa; E: exotica; No.: nimero
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3.2 Manutencio e cultivo das espécies na CPMA/ CPQBA-UNICAMP

As espécies atualmente mantidas na CPMA foram cultivadas em canteiros sob
irrigagdo, no campo do CPQBA, visando manuten¢do e producdo para garantir material

suficiente aos estudos.

3.3 Obtenciao dos oleos essenciais para triagem da atividade antimicrobiana

As extracoes dos 6leos essenciais foram realizadas por hidrodestilagdo em sistema do
tipo Clevenger, pesando-se cerca de 100 g das partes aéreas da planta fresca em baldo de
fundo redondo de 1000 mL, adicionando-se 700 mL de dgua destilada e procedendo-se a
destilagao por 2 horas.

Em seguida, a fase aquosa foi extraida com diclorometano e a fase organica obtida foi
submetida a secagem com sulfato de sddio anidro, filtrada em algodao e o solvente evaporado

a secura.

Figura 1. Sistema de extragdo de dleo essencial do tipo Clevenger
Fonte: Flavia P. da Cunha Pedrosa
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3.4 Obtencao do extrato hidroalcodlico para triagem da atividade antimicrobiana

Os extratos das espécies P. incarnata e P. frutescens foram obtidos a partir 20 g das
folhas secas e moidas com 200 mL de solucdo hidroalcodlica 70%, seguido de extracdo em
sistema ultra-turrax (tipo Polytron®) a temperatura ambiente, durante 3 minutos. Apds este
periodo, os extratos foram filtrados e os residuos reextraidos como anteriormente, com uma
nova solucdo hidroalcodlica. Os residuos foram lavados com a mesma solucdo, e os filtrados
combinados e evaporados a vacuo até total volatilizacdo, levando a obtencdo do extrato da
planta.

Posteriormente foi adicionado aos extratos, solucdo hidroalcoolica 70% de
polivinilpirrolidona (PVP), concentragdo de 16 mg/mL. O PVP é um polimero solivel em
agua, usualmente utilizado na industria farmacéutica para solubilizacdo de drogas com baixa
solubilidade. Estudos realizados por CHIOU & RIEGELMAN (1971) a respeito da fungdo
dos polimeros soluveis em agua comprovaram a eficacia do PVP no aumento da solubilidade

e taxa de dissolucao de drogas de baixa solubilidade.

3.5 Triagem in vitro da atividade antimicrobiana dos éleos essenciais e extratos
hidroalcoolicos pelo Método da Microdiluicao (CLSI, 2002; CLSI, 2005). Selecao dos

6leos com potencial para uso como antimicrobiano

3.5.1 Microrganismos

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e dos extratos das espécies em estudo
foi avaliada frente aos seguintes microrganismos: C. albicans, E. coli, P. aeruginosa, S.
choleraesuis e S. aureus.

Os microrganismos foram preservados em meios de cultivo especificos, conforme
indicado para cada espécie, repicados 24 horas antes dos ensaios de atividade antimicrobiana

e mantidos em estufa a 36°C para crescimento microbiano.
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3.5.2 Meios de cultivo para os testes de atividade antimicrobiana

Os meios de cultivo utilizados para os testes de atividade antimicrobiana para a
levedura C. albicans foi o RPMI-1640. Para os demais microrganismos do presente estudo foi

utilizado o caldo de Mueller Hinton.

3.5.3 Preparo dos Oleos essenciais e dos extratos para os testes de atividade

antimicrobiana

Para uso nos testes de atividade antimicrobiana, os Oleos essenciais foram
solubilizados em meio Miicller - Hinton ou RPMI-1640 contendo 2,5% dimetilsulfoéxido
(DMSO) e solucdo de Tween 80 em agua (0,1 %). Os extratos das espécies estudadas foram
preparados com PVP (16 mg/mL) e, posteriormente, adicionado meio de cultura especifico

para cada microrganismo. A concentra¢do maxima testada foi de 1 mg/mL.

3.5.4 Preparo de indculo padronizado

O in6culo foi preparado a partir da suspensdo de células de crescimento recente (24h)
em solug¢do salina (0,85%), sendo a densidade 6tica padronizada a 625 nm (bactérias) ou 530
nm para leveduras, absorbancia entre 0,08 e 0,1 para ambos os microrganismos, seguido da

dilui¢do indicada para cada tipo de microrganismo.

3.5.5 Determinacio da Concentracio Minima Inibitéria (MIC) pelo Método da
Microdiluicao (CLSI 2002, 2003)

Em uma microplaca esterilizada com 96 pocos foram depositados 100 pL dos meios
de cultura citados acima, sendo a coluna 12 utilizada para os controles do microrganismo e de
esterilidade do meio de cultura. Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 puL da solugdo
do material a ser testado, de concentracdo conhecida (uma substancia diferente para cada
nimero ou coluna), sendo estes referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em
seguida, 100 pL dos mesmos materiais foram adicionados na linha B, o contetido dos orificios
homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (C), repetindo-se

este procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentragdo decrescente do material.
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Os 100 uL finais foram desprezados. Em seguida adicionou-se 100 pL. do inoculo do
microrganismo a ser avaliado, sendo a densidade oOtica padronizada a 625 nm (bactérias) ou
530 nm para leveduras, absorbancia entre 0,08 e 0,1 para bactérias e C. albicans, seguido de
diluigdo para concentracio final de 10* células/mL (bactérias) ou 10°células/mL (levedura).

As placas foram seladas com parafilm® e incubadas por 24-48 h a 36°C.
3.5.6 Leitura dos resultados

No caso das bactérias, apds este periodo foram acrescentados 50 pL de uma solugdo
aquosa de TTC (2,3,5-cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,1% em cada compartimento, e as
placas re-incubada por 3 h na referida temperatura. A MIC foi definida como a menor
concentragdo do extrato ou 6leo essencial capaz de impedir o aparecimento de coloragao
vermelha. O revelador TTC permite observar as regides onde houve crescimento bacteriano,
uma vez que as cé¢lulas com atividade respiratoria coram-se de vermelho. Do mesmo modo,
permite avaliar qualitativamente se houve inibi¢ao do crescimento em locais correspondentes
a uma determinada fracdo do extrato vegetal corrida na placa em questdo, através da formagao
de halos de inibig¢do, regido onde ndo havera reagcdo com o revelador.

No caso da levedura C. albicans, apos o periodo de incubagédo foi verificada se houve
mudanga de coloracdo do meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo, o que indica

mudancga de pH ocasionada pelo crescimento microbiano.

3.5.7 Determinacio da Concentracio Bactericida (MBC) ou Fungicida Minima

(MFC) dos 6leos selecionados

Ap6s determinacdo da MIC dos 6leos de melhor atividade foram determinados os
valores de MBC e MFC, através do plaqueamento com SWAB estéril (Absorve®™) do material
do compartimento (po¢o) da placa referente a de MIC, e de 3 compartimentos de

concentragdes acima do mesmo.
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3.6 Fracionamento dos 6leos essenciais com potencial para uso como antimicrobiano

Os oleos essenciais E. caryophyllata, O. tenuiflorum, O. vulgare e S. mycrophylla
foram fracionados e as fracdes testadas quanto a atividade antimicrobiana pelo método da
microdilui¢ao (CLSI, 2002; CLSI, 2005).

Para fracionamento, a coluna seca foi preparada com silica gel 60 Merck (0,063 —
0,200mm), utilizando-se como suporte tripa de celulose, seguida da adi¢do do 6leo essencial
bruto. A fase moével utilizada foi definida apds andlise do 6leo por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), em dois eluentes: diclorometano e hexano/acetato de etila (90:10). Apds
eluicdo, a coluna foi dividida em fragdes e estas transferidas individualmente para frascos
herméticos, seguido da adicao de solvente apropriado. As fragdes foram levadas a um banho
ultrassonico a fim de retirar os compostos retidos na silica, e analisadas por cromatografia de
camada delgada. Em seguida, as fracdes semelhantes foram agrupadas, filtradas e evaporadas

a vacuo para secagem do solvente.

2.7 Analise cromatografica dos o0leos essenciais para identificacio dos constituintes

quimicos
2.7.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os oleos essenciais foram diluidos em acetato de etila na concentracdo de 20mg/mL e
analisados por CCD, utilizando-se cromatoplacas de aluminio (Merk® — artigo 5554). O
eluente utilizado nas analises foi o diclorometano, definido de acordo com as caracteristicas
de cada oleo. As placas foram analisadas sob luz UV (A 254 e 366 nm), seguidas de
pulverizacdo com uma solu¢do de anisaldeido (4cido acético:acido sulfurico:anisaldeido

50,0:1,0:0,5 v/v) e aquecimento em estufa a 100 °C por 5 min.
2.7.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM)
Os oleos essenciais foram diluidos em acetato de etila, na concentragdo de 20mg/mL e

analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a Detector Seletivo de Massas (CG-EM),

utilizando o cromatografo a gds AGILENT HP-6890, com detector AGILENT HP-5975.
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Foram utilizadas as condi¢des cromatograficas recomendadas para 6leos essenciais,
segundo parametros de Adams (2007): injecao split/splitless, coluna capilar HP-5 (30 m x
0,25 mm; 0,25 pm). Temperaturas: injetor= 220 °C, detetor= 280 °C, coluna= 60 °C, 3
°C/min, 240 °C e gas de arraste He 1,0 mL/min.

Os indices de retencao (IR) para cada composto foram determinados pela co-injecao
de padrdes de hidrocarbonetos (série homologa C9 a C22). A identificacao dos compostos foi
feita através da comparagdo entre os espectros de massas obtidos e perfis da biblioteca NIST-
05, dados descritos por Adams (2007), e pela co-injecdo de padrdes auténticos, quando

disponiveis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os o6leos essenciais de 8 das 10 espécies medicinais e/ou aromaticas estudadas foram
obtidos por hidrodestilagdo em sistema do tipo Clevenger e apenas para as espécies, Perilla
frutescens e Passiflora incarnata, foram feitos extratos hidroalcoolicos (70%) .

Os rendimentos dos 6leos essenciais estdo apresentados na Tabela 2. De acordo com
os resultados, notamos que os rendimentos dos Oleos essenciais das plantas medicinais
estudadas variaram de 0,15% para a espécie O. vulgare hirtum a 4,69 % para E.

caryophyllata.

Tabela 2. Rendimento (%) dos 6leos essenciais estudados (base = peso da planta seca)

Nome Cientifico Massa da planta Massa de éleo Rendimento
(2 (® (% m/m)
B. orellana 543,53 2,56 0,58
E. caryophyllata 777,51 18,11 4,69
M. officinalis L. Balm 515,06 0,51 0,47
M. officinalis L. citronela 504,68 0,46 0,43
O. basilicum 550,0 1,99 2,76
O. tenuiflorum L. 510,75 0,60 0,64
O. vulgare hirtum 1.300 0,93 0,15
S. mycrophylla 1.070 1,02 0,38

O teste de microdilui¢do em série foi realizado para determinar a MIC dos 6leos
essenciais e extratos frente as bactérias E. coli, P. aeruginosa, S. choleraesuis e S. aureus e a
levedura C. albicans. A MIC refere-se a menor concentracdo de 6leo essencial ou extrato
necessario para impedir o crescimento dos microrganismos. Os resultados de atividade dos

o6leos essenciais e extratos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Concentragdo minima inibitoria (MIC - pg/mL), Concentracdo Bactericida/Fungicida

Minima ¢ Razdo (MBC/MFC:MIC) dos oleos essenciais com atividade antimicrobiana até 1000

pg/mL.
Microrganismo Planta Medicinal MIC MBC/MFC Razao
(ng/mL) (ng/mL)
B. orellana 600 1000 1,7:1
C. albicans E. caryophyllata 400 1000 2,5:1
O. tenuiflorum 700 1000 1,4:1
O. vulgare 500 1000 2:1
E. caryophyllata 800 1000 1,3:1
B. orellana 1000 >1000 -
E. coli O. tenuiflorum 600 1000 1,7:1
O. vulgare 800 1000 1,3:1
S.microphylla 900 1000 1,1:1
S. choleraesuis E. caryophyllata 1000 >1000 -
O. tenuiflorum 800 1000 1,3:1
O. tenuiflorum 800 1000 1,3:1
S. aureus O. vulgare 800 >1000 -
S. mycrophylla 1000 >1000 -

Todos os Oleos essenciais e extratos hidroalcoolicos testados apresentaram valor de
MIC maior que 1000 pg/mL contra P. aeruginosa, ndo havendo, portanto, atividade
antimicrobiana na faixa de concentragdo estudada.

De acordo com os resultados verificamos que especificamente os 6leos essenciais de
B. orellana, E. caryophyllata, O. tenuiflorum, O. vulgare e S. mycrophylla apresentam efeito
antimicrobiano para a levedura C. albicans e para as bactérias S. aureus, E. coli e S.
choleraesuis.

Com base no estudo realizado por ALIGIANIS et al. (2001), DUARTE et al. (2005)
propuseram uma classificacdo da atividade antimicrobiana para materiais vegetais (0leos
essenciais e extratos), relacionada aos resultados de MIC, sendo: forte inibigdo: MIC até 500
ug/mL; inibi¢do moderada: MIC entre 600 e 1000 pg/mL; e fraca inibigdo: MIC acima de
1000 pg/mL.
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Avaliamos, portanto, os Oleos essenciais estudados de acordo com a classificacao
acima. Desse modo, para a levedura C. albicans, os o6leos E. caryophyllata ¢ O. vulgare
apresentaram forte atividade antimicrobiana. Os demais apresentaram inibi¢do moderada
sobre 0s microrganismos.

Todavia, na faixa de concentracao estudada ndo foi possivel determinar a MIC de
alguns Oleos essenciais, como para os microrganismos S. aureus, E. coli e S. choleraesuis,
cujos os Oleos essenciais das espécies S. mycrophylla, B. orellana ¢ E. caryophyllata,
respectivamente, apresentaram fraca inibigao, visto que o valor da MIC foi maior que 1000
pug/mkL.

A razdo entre o valor MBC/MFC:MIC ¢ utilizada para especificar a natureza do efeito
antimicrobiano do 6leo essencial contra patdogenos, ou seja, o seu modo de agao (HAFIDH et
al., 2011). Se o valor da razdo estiver entre 1:1 e 2:1, o efeito é bactericida ou fungicida,
portanto, causa a morte celular de 99,9% das células do patogeno. Contudo, se o valor da
razdo for maior que 2:1, o efeito ¢ bacteriostatico ou fungistatico, portanto, apenas controla o
crescimento celular.

De acordo com a Tabela 3, a maioria dos Oleos essenciais apresentaram razao
MBC/MFC:MIC entre 1:1 e 2:1 logo, classificados como bactericidas/fungicidas. Entretanto,
apenas o 6leo bruto da espécie E. caryophyllata para o patogeno C. albicans apresentou efeito
fungistatico.

Os dleos essenciais E. caryophyllata, O. tenuiflorum, O. vulgare e S. mycrophylla
foram selecionados e analisados quanto a composicdo quimica por Cromatografia Gasosa
acoplada a Detector Seletivo de Massas (CG-EM).

Para confirmagdo de cada composto identificado, o indice de retengdo (IR) foi
calculado, e, posteriormente comparado com o indice encontrado na literatura, de acordo com
as condicdes em que foram realizados. Abaixo est4 representada a equagdo para o célculo do

IR.
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4 N

[(trx - trcn-1) X (Cp - Cpp)] x 100

IR = +(100 x Cy1)

(trcn - tren-1)

o /

Onde:

trx: Tempo de retengdo do analito

trcn: Tempo de reteng¢do do hidrocarboneto com "n" carbonos
tren-1: Tempo de reteng¢do do hidrocarboneto com "n-1" carbonos
C,: Numero de carbonos do hidrocarboneto "n"

Cy.1: Numero de carbonos do hidrocarboneto "n-1"

O oleo essencial bruto de E. caryophyllata apresentou  melhor atividade
antimicrobiana contra a levedura C. albicans e as bactérias E. coli e S. choleraesuis. Seu perfil
quimico e composi¢dao quimica estdo apresentados nas Figura 2 e Tabela 4, respectivamente.

De acordo com a Tabela 4, o composto majoritario do 6leo essencial bruto ¢ o
eugenol, correspondendo a 90,64% da composicdo total do 6leo. O espectro de massa do

composto estd apresentado na Figura 3.
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial de E. caryophyllata

Tabela 4. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de E. caryophyllata

tg (min) IR Identificagdo % rel.
15,10 1194 salicilato de metila 0,30
21,97 1358 eugenol 90,64
24,53 1420 trans-cariofileno 3,96
25,87 1453 a-cariofileno 0,52
28,89 1529 acetato de eugenol 427
30,94 1582 oxido de cariofileno 0,32

tR = tempo de retengdo; IR = indice de retengdo; n.i. = ndo identificado
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O Oleo essencial bruto da espécie O. tenuiflorum apresentou melhor atividade
antimicrobiana para todos os microrganismos exceto para P. aeruginosa. O perfil quimico do
Oleo estd apresentado na Figura 4 e a composi¢do quimica na Tabela 5. Os compostos
majoritarios do 6leo sdo o eugenol e o trans cariofileno, correspondendo respectivamente a
54,23% e 18,86% da composigdo total do oleo essencial. A Figura 3 (acima) e 6 representam

os espectros de massas do eugenol e trans cariofileno, respectivamente.
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Figura 4. Cromatograma do 6leo essencial de O. tenuiflorum

Tabela 5. Composi¢do quimica do dleo essencial de O. tenuiflorum

tg (min) IR Identificagao % rel.
22,23 1364 eugenol 54,23
23,12 1385 B- elemeno 0,35
23,44 1393 cipereno 7,07
24,59 1421 trans cariofileno 18,86
25,88 1453 o - cariofileno 1,44
27,19 1486 B-selineno 0,29
27,55 1495 viridifloreno 0,28
28,02 1507 germacreno A 10,81
28.95 1531 cubeneno 0,37
29,68 1550 elemol 0,32
30,96 1583 oxido de cariofileno 3,68
31,29 1591 viridiflorol 0,27
33,63 1654 kongol 0,64
34,12 1667 bulnesol 0,50
34,27 1671 khusinol 0,47
35,58 1707 n.i. 0,25
36,05 1720 n.i. 0,18

tR = tempo de retengdo; IR = indice de retengdo; n.i. = nao identificado
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Figura S. Espectro de massas do trans cariofileno

O oleo essencial de O. vulgare apresentou a melhor atividade, na faixa de
concentracdo estudada, frente ao fungo C. albicans e as bactérias E. coli e S. aureus. Seu
perfil quimico est4 apresentado na Figura 6 e a composi¢do quimica na Tabela 6.

De acordo com a Tabela 6 podemos observar que os compostos majoritarios do 6leo
essencial, respectivamente sdo: timol (20,04%), terpin-4-ol (18,97%) e linalol (12,69%). A
Figura 7 apresenta o espectro de massa do composto timol, o componente com maior

percentagem na composi¢ao total do 6leo essencial.
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de O. vulgare



Tabela 6. Composi¢do quimica do 6leo essencial de O. vulgare

tr (min) IR Identificacdo % rel.
5,67 926 origaneno 0,25
6,94 973 B-felandreno 1,62
7,06 977 amil vinil carbinol 0,61
7,27 985 3- octanona 0,28
7,41 991 mirceno 0,83
8,26 1017 a-terpileno 3,05
8,53 1024 orto cimeno 6,66
8,67 1028 limoneno 0,92
8,95 1036 z--ocimeno 1,97
9,32 1046 octatrieno 0,31
9,73 1058 1,4 ciclohexadieno 9,76
10,04 1067 trans-4-Tujanol 1,97
10,82 1089 isoterpinoleno 1,18
11,24 1100 linalol 12,69
11,71 1112 1- octeno-1-ol, acetato 2,90
12,12 1122 2- ciclohexeno-1-ol 1,05
12,83 1139 trans-2-p-menteno-1-ol 0,75
13,92 1166 borneol 1,91
14,45 1179 terpin-4-ol 18,97
14,96 1191 a-terpineol 3,14
17,17 1244 carvacrol (metil éter) 1,78
17,67 1256 linalil butirato 0,83
19,41 1297 timol 20,04
24,48 1419 trans-cariofileno 1,58
26,97 1480 germacreno D 0,89
27,60 1496 biciclogermacreno 1,54
28,09 1508 o-farneseno 0,52
30,75 1577 espatulenol 1,11
30,95 1582 oxido de cariofileno 0,92

tR = tempo de retengdo; IR = indice de retencdo
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Figura 7. Espectro de massas do timol

O o6leo bruto S. mycrophylla apresentou atividade antimicrobiana para os
microrganismos E. coli e S. aureus. A Tabela 7 apresenta a composi¢ao quimica do dleo
essencial bruto, onde o composto cariofileno e valerianol correspondem a 15,74% e 11,45%
da composicao total do 6leo essencial, respectivamente.

A Figura 8 e 9 apresentam respectivamente, o perfil quimico do 6leo essencial S.

mycrophylla e o espectro de massas do composto cariofileno.
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Figura 8. Cromatograma do 6leo essencial de S. mycrophylla



Tabela 7. Composigdo quimica do dleo essencial de S. mycrophylla

tr (min) IR Identificagdo % rel.
5,87 933 alfa-pineno 1,38
6,27 948 Canfeno 1,28
7,05 977 beta-pineno 1,07
7,54 995 3- octanol 0,33
8,53 1024 Orto-cimeno 0,53
8,69 1029 beta-felandrene 1,32
8,77 1031 Eucalipitol 4,92
9,72 1058 gama-terpeno 0,41
13,03 1144 Canfora 1,49
13,92 1166 Borneol 1,04
18,96 1286 Bornil acetato 4,86
24,10 1409 alfa-gurjuneno 0,87
24,58 1421 Cariofileno 15,74
24,84 1428 n.i. 0,68
25,00 1432 beta-gurjuneno 0,54
25,11 1434 delta-cadineno 0,77
25,32 1439 Aromadendreno 5,28
25,46 1443 alfa-guaieno 0,59
25,87 1453 alfa-cariofileno 0,86
26,16 1460 Seicheleno 1,89
27,64 1497 Biciclogermacreno 6,49
28,30 1514 gama-cadineno 1,29
28,67 1523 delta-cadineno 1,65
30,81 1579 Espatulenol 5,56
30,98 1583 Oxido de cariofileno 4,01
31,70 1602 n.i. 0,78
32,74 1630 n.i. 3,65
32,83 1632 gama-eudesmol 3,65
33,09 1639 Hinesol 1,45
33,17 1642 epi - alfa- cadinnol 1,16
33,54 1652 beta-eudesmol 7,87
33,68 1655 Valerianol 11,45
34,99 1690 n.i 4,15
36,53 1734 n.i 0,51

tR = tempo de reten¢do; IR = indice de retengdo; n.i. = ndo identificado
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Os oleos essenciais E. caryophyllata, O. tenuiflorum, O. vulgare e S. mycrophylla
foram selecionados e realizada a andlise por CCD em dois eluentes diferentes, diclorometano
e hexano/acetato de etila (90:10). O eluente selecionado para o fracionamento dos Oleos
essenciais foi o diclorometano por promover melhor separacdo dos compostos constituintes
dos oleos essenciais (Figura 10).

O numero de fracdes de cada oleo essencial foi definido através da disposicdo das
bandas na placa cromatografica, como observado na Figura 10. Para os 6leos essenciais E.
caryophyllata; O. vulgare e Salvia mycrophylla e O. tenuiflorum foi estabelecido o nimero de

fracGes em 2, 3 e 4 fracdes, respectivamente.
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Figura 10. Placa cromatografica dos 6leos essenciais E. caryophyllata (1), O. tenuiflorum (2),

O. vulgare (3) e S. mycrophylla (4), utilizando como eluente o diclorometano

Apo6s o fracionamento dos 6leos essenciais de melhor atividade antimicrobiana foram
feitas placas de CCD das fragdes, como mostram as Figuras 11 a 14. Em cada placa
cromatografica ha uma denominagdo “PP” seguida de uma numeracgdo, normalmente de 1 a 4.
A numeragdo corresponde ao niumero de fragdes que foi fracionado o dleo bruto e a sigla “PP”
significa ponto de partida, que € o 6leo essencial bruto diluido em acetato de etila (20 mg/mL)

para fins comparativos com a fragao.
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Figura 11. Placa cromatografica das fragdes do dleo de E. caryophyllata
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Figura 12. Placa cromatografica das fra¢des do 6leo de O. tenuiflorum
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Figura 13. Placa cromatografica das fragoes do 6leo de O. vulgare
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Figura 14. Placa cromatografica das fragdes do 6leo de S. mycrophylla
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ApoOs a evaporacdo do diclorometano de cada fracdo, ndo foi possivel coletar
quantidade suficiente de massa em algumas fragdes. Dessa forma, as fracdes 2 e 3 do dleo
essencial E. caryophyllata; e fragdes 3 ¢ 4 das espécies O. vulgare ¢ S. mycrophylla foram
combinadas em uma Unica fracdo. A Tabela 8 sdo apresentadas a massa inicial do 6leo bruto
que foi fracionada, a soma da massa das fra¢des obtidas apos o fracionamento e o rendimento

em fracoes.

Tabela 8. Rendimento em massa das fragdes dos 6leos essenciais de melhor atividade antimicrobiana

Planta Massa éleo bruto (g) Massa fracées (g) Rendimento (%)
E.caryophyllata 0,6582 0,3944 59,92
O.tenuiflorum 0,5105 0,4261 83,47
O.vulgare 0,5147 0,3402 66,10
S. mycrophylla 0,4987 0,3008 60,32

O teste de microdilui¢do em série foi realizado para determinar a MIC das fra¢des dos
oleos essenciais mais ativos. Para os 6leos que apresentaram atividade de até 1000 pg/mL foi
também certificado o valor da concentracdo bactericida/fungicida minima (MBC/MFC), ou
seja, a menor concentracdo de Oleo essencial necessdria para inibir 99,9% das células

microbianas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Concentracdo minima inibitoria (MIC - pg/mL), Concentracdo Bactericida Minima e Razdo

(MBC/MIC) das fragdes do oleos essenciais com atividade antimicrobiana até 1000 pg/mL.

Microrganismo Planta medicinal MIC MBC Razao
(ng/mL) (ng/mL)

O. tenuiflorum Fracgdo 4 600 1000 1,7:1
E. coli O .vulgare Fragao 2 300 300 1:1
S. mycrophylla Fragdo 3 500 1000 2:1

Fracdo 3 400 900 2,5:1
S. aureus O. vulgare Fracio 4 250 250 111

S. mycrophylla Fragdo 3 800 700 1,3:1

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o 6leo essencial bruto das
espécies E. caryophyllata, O. vulgare ¢ O. tenuiflorum testados para os microrganismos C.
albicans, S. aureus (exceto E. caryophyllata) e S. choleraesuis (exceto O. vulgare)
apresentaram MIC menores que as fragdes, isto €, foram mais ativos. Deste modo, podemos
sugerir que exista acdo sinérgica entre os componentes do dleo que favorece a atividade
antimicrobiana.

Posteriormente realizou-se a identificacdo e a analise da composi¢do quimica das
fragdes de melhor atividade antimicrobiana por Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrometro de Massas (CG-EM). O eugenol foi o principal composto identificado no 6leo
essencial das espécies E. caryophyllata e O. tenuiflorum, correspondendo, respectivamente, a
cerca de 90,64% (Tabela 4) e 54,23 % (Tabela 5) da composi¢do total do 6leo bruto. O
fitoconstituinte eugenol ¢ reconhecido na literatura cientifica por sua ag¢do antimicrobiana
conferida a espécie E. caryophyllata, tendo sido descrita por diversos autores, como PINTO et
al., 2009; AYOOLA et al., 2008; NZEAKO et al., 2006.

Para a bactéria E. coli, o valor da MIC da fragdo 2 do 6leo de O. vulgare foi menor em
relagdo a MIC do 6leo essencial bruto (MIC 6leo bruto > 800ug/mL). Logo, podemos inferir
que a fragdo estd enriquecida com o(s) componente(s) responsavel(s) pela atividade
antimicrobiana. Além disso, a fracdo 2 teve efeito bactericida para o microrganismo. A
analise quimica realizada das fragdes mostrou como composto majoritario o timol. Portanto,
podemos sugerir que este fitoconstituinte pode ser o responsdavel pela atividade

antimicrobiana. A composi¢do quimica da fragdo 2 do 6leo essencial de O. vulgare esta
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apresentada na Tabela 10. O timol corresponde a 82,78% da composicao total da referida

fracao.

Tabela 10. Composi¢do quimica da fragdo 2 do 6leo essencial de O. vulgare

tr (min) IR Identificagdo % rel.
3,31 801 Etil butirato 4,59
3,50 812 Tetracloroetileno 0,51
7,27 985 3- octanona 0,84
14,39 1177 terpin-4-ol 2,63
17,68 1258 Bergamol 2,97
19,46 1301 Timol 82,78

tR: tempo de retencdo; IR: indice de retengdo; % rel: porcentagem relativa

A fragdo 3 do 6leo essencial de S. mycrophylla apresentou como composto majoritario
o a-cudesmol. Os valores da MIC do 6leo bruto foram superiores para E. coli ¢ S. aureus,
quando comparado ao da fracdo 3, evidenciando a acdo antimicrobiana deste constituinte
frente a estes microrganismos. A Tabela 11 apresenta a composicdo quimica da fragdo 3 do
6leo essencial de S. mycrophylla. O composto a-eudesmol corresponde a cerca de 21,85% da

composicao total da fracao.
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Tabela 11. Composi¢do quimica da fragdo 3 do 6leo essencial de S. mycrophylla

tr (min) IR Identificagao % rel.
3,30 800 acido butanoico etil ester 2,93
4,31 860 etilbenzeno 0,27
7,54 995 3- octanol 0,60
8,76 1031 Eucalipitol 8,97
13,03 1144 Canfora 0,43
13,92 1166 Borneol 1,46
14,38 1177 terpinen-4-ol 0,61
27,53 1494 o-cubeneno 0,53
28,35 1515 y-cadineno 0,99
30,52 1571 n.i. 1,11
30,78 1578 Espatulenol 10,45
30,99 1584 Oxido de cariofileno 2,91
31,70 1602 n.i. 1,58
32,72 1623 10 epi-y- eudesmol 7,31
32,81 1625 y -eudesmol 7,08
33,07 1638 Hinesol 2,89
33,20 1641 Cadinol 1,55
33,52 1649 B-eudesmol 13,75
33,65 1654 o-eudesmol 21,85
34,26 1671 n.i. 1,08
34,97 1690 n.i. 8,46
35,47 1704 n.i. 0,82

tR: tempo de retencdo; IR: indice de retengdo; % rel: porcentagem relativa;
n.i.: ndo identificado

Para o microrganismo E. coli, a fracdo 4 da espécie vegetal O. tenuiflorum apresentou
evidenciado efeito antimicrobiano na faixa de concentracao estudada. O valor da MIC do 6leo
essencial bruto foi maior do que a da fracdo 4. Consequentemente podemos sugerir que, a
fracdo estd enriquecida com o componente responsavel por tal atividade. De acordo com a
andlise da composi¢do quimica realizada por CG-EM, o composto majoritario da fragcdo 4 do
6leo essencial de O. tenuiflorum é o B-malieno, correspondendo a cerca de 14,16% da
composi¢ao total da fragao citada.

Finalmente, os valores da MIC encontrados nas fragcdes 3 ¢ 4 do 6leo essencial de O.
vulgare foram menores em relagdo a MIC do 6leo essencial bruto, portanto, podemos inferir
que as referidas fragdes contenham fitoconstituintes majoritarios que desempenham papel
prioritario na atividade antimicrobiana. Por meio da andlise de CG-EM, constataram-se que os
constituintes das fracdes 3 e 4 sdo o terpen-4-ol (53%) e o hidrato de trans sabineno (55,43%),

respectivamente.
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De acordo com a Tabela 9, a analise MBC:MIC mostra que a maioria das fracdes
tiveram como resultado ac¢dao bactericida. Todavia, apenas a fracdo 3 do dleo essencial O.
vulgare mostrou agdo bacteriostatica.

A via de acdo do 6leo essencial contra bactérias Gram positivas, tais como S. aureus e
S. choleraesuis, ¢ fungos parecem semelhantes. Alguns fitocompostos existentes nos 6leos
essenciais alteram a membrana plasmatica e parede celular destes microrganismos,
extravazando o conteudo interno, além de causar prejuizo na respiracdo celular (COX et al.,
2000).

Os oleos essenciais podem acarretar danos fisicos as células, ocorrendo ligacao entre
componentes ativos e a superficie celular, podendo até penetrar e atingir alvos intercelulares,
além de alteragcdes morfologicas. As causas apontadas para os efeitos sdo inibi¢cdo da forca
préton-motriz da membrana citoplasmatica; inibi¢do da cadeia respiratéria e transferéncia de

elétrons, dentre outros fatores.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a MIC de alguns 6leos essenciais brutos
como, E. caryophyllata, O. vulgare e O. tenuiflorum foram mais eficientes em relagdo a MIC
de suas respectivas fragdes, quando testadas para os microrganismos C. albicans, S. aureus
(exceto E. caryophyllata) e S. choleraesuis (exceto O. vulgare). No entanto, os testes
realizados com as fragdes dos 6leos essenciais resultaram em valores da MIC menores quando
comparados ao 6leo bruto, inclusive com efeito bactericida. O potencial e a diversidade das
plantas medicinais no Brasil e a pesquisa cientifica por novos antibidticos estdo em fase de
expansao, embora o emprego seja ainda limitado. Os resultados do presente trabalho destacam
o papel das espécies medicinais O. tenuiflorum, O. vulgare e S. mycrophylla e suas fragoes,

como antimicrobianos naturais.
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AUTORIZACAO DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GENETICO n° 010363/2012-2

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenciado pelo
Conselho de Gestao do Patriménio Genético (CGEN/MMA), por meio da Deliberagdo CGEN n° 246, de 27 de agosto de
2009, para autorizar instituigdes nacionais, publicas ou privadas, que exergam atividades de pesquisa e desenvolvimento
nas areas biologicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do patriménio genético para fins de pesquisa
cientifica sem potencial de uso econdmico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da
Saude, nos termos da Portaria CNPq n°® 161/2010, autoriza a instituigdo abaixo qualificada a acessar e remeter amostras
de componentes do patrimdnio genético.

Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP
CNPJ: 460.684.250/0001-33

Representante Legal: RONALDO ALOISE PILLI

Cargol/Fungdo: Pro-Reitor de Pesquisa

CPF: 850.557.788-49 RG: 54628908

Projeto: Atividade antimicrobiana de plantas medicinais e aromaticas pertencentes a CPMA ? Colegao de Plantas
Medicinais e Aromaticas do CPQBA/UNICAMP

Coordenador do Projeto: Marta Cristina Teixeira Duarte
CPF: 057.273.778-54 RG: 11707361 - SSP / SP

Finalidade do projeto: Estudos recentes da literatura sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais demonstram o
grande potencial de aplicagdo das plantas medicinais nativas de diversas regiées do mundo. As plantas medicinais tém
sido utilizadas em varias areas da saude como forma alternativa de tratamento e prevengao de doencas, principalmente
devido ao baixo custo em detrimento aos medicamentos industrializados. Por outro lado, a resisténcia de patégenos
humanos a multiplas drogas é bem conhecida atualmente. Ha a necessidade da busca de substancias antimicrobianas a
partir de novas fontes vegetais, incluindo plantas utilizadas na medicina popular, por oferecerem grande variedade de
compostos com propriedades terapéuticas. E por meio da enorme biodiversidade da flora do Brasil e do mundo que s&o
necessarios futuros estudos com novas plantas a fim de investigar novas propriedades farmacolégicas de seus
compostos. Assim, os objetivos deste trabalho sdo: a) Determinar a atividade antimicrobiana, ou seja, a concentragao
minima inibitéria ? MIC e a concentragéo bactericida/fungicida minima (MBC/MFC, respectivamente) de 6leos essenciais
de 8 espécies medicinais e do extrato de Passiflora incarnata e Perilla frutescens pertencentes a CPMA, para os
microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphyloccocus aureus e para a
levedura Candida albicans. b) Identificar quimicamente e fracionar os 6leos essenciais e o extrato de melhor atividade
antimicrobiana. ¢) Determinar a atividade antimicrobiana das fragdes dos dleos e extrato de melhor atividade, visando
relacionar a atividade com a composigao das fragdes mais ativas.

Amostras a serem acessadas:
Espécie(s): Bixa orellana
Tipo de material/quantidade de amostras: 200g de folhas frescas

Local de depésito de sub tra: CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS QUIMICAS E BIOLOGICAS

Equipe do projeto: MARTA CRISTINA TEIXEIRA DUARTE / CPF 057.273.778-54
FLAVIA PINHO DA CUNHA PEDROSA / CPF 366.866.778-09
ADILSON SARTORATTO / CPF 042.809.608-52
VERA LUCIA GARCIA REHDER / CPF 015.677.898-03
GLYN MARA FIGUEIRA / CPF 057.205.448-36

Validade da Autorizagao: 20/07/2012 a 10/07/2013

A instituigdo acima qualificada devera enviar ao CNPgq, por meio da Plataforma Carlos Chagas, relatério anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n°. 4.946/2003.
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Esta autorizagao esta vinculada as informagdes, declaragbes e termos de compromisso firmados pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n® 010363/2012-2. Atividades de acesso aos conhecimentos
tradicionais associados, de acesso e de remessa de componente do patrimbnio genético com finalidade comercial,
aplicagéo industrial, bioprospecgao ou desenvolvimento tecnologico nao estao autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou nao de protegdo intelectual, originado das
amostras de componente do patrimdnio genético acessado no ambito desta autorizagéo, a instituicdo beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagdo vigente, junto ao CGEN/MMA.

A remessa de amostra de componente do patriménio genético devera ser precedida da assinatura do Termo de
Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético (TRM). Para a remessa de componente do patrimonio genético para instituigao sediada no exterior,
devera ser solicitada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, por meio de
formulario especifico e mediante a apresentagao de TTM ou TRTM, licenga de exportagao complementar a autorizagao de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convengao sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingéo (Cites).

Brasilia, 20 de Julho de 2012

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biolégicas e da Saude

Para visualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patrimbnio
Genético, V.Sa. poderé utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para esse fim na péagina
http://servicosweb.cnpq.br/visualizador/ e informar o nimero do protocolo 3380099835931218 para recupera-la do banco
de dados do CNPgq, ou poderéa selecionar o arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padréo PKCS7 para fazer a visualizagéo e

extragdo do documento.
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