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APRESENTACAO

Aobra “As Regibes Semiaridas e suas Especificidades” aborda uma série de livros
de publicacéo da Atena Editora, em seu lll volume, apresenta, em seus 23 capitulos,
com conhecimentos tecnoldgicos das regides semiaridas e suas especificidades.

As Ciéncias estao globalizadas, englobam, atualmente, diversos campos em
termos de pesquisas tecnoldgicas. O semiarido brasileiro tem caracteristica peculiares,
alimentares, culturais, edafoclimaticas, étnicos, entre outros. Tais, diversidades
culminam no avanco tecnologico, nas areas de Agronomia, Engenharia Florestal,
Engenharia de Pesca, Medicina Veterinaria, Zootecnia, Engenharia Agropecuaria
e Ciéncias de Alimentos que visam o0 aumento produtivo e melhorias no manejo e
preservacao dos recursos naturais, bem como conhecimentos nas areas de politicas
publicas, pedagdgicas, entre outros. Esses campos de conhecimento sao importantes
no ambito das pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente demanda por
profissionais atuantes no semiarido brasileiro e, também nas demais regides brasileiras.

Este volume dedicado a diversas areas de conhecimento trazem artigos
alinhados com a regido semiarida brasileira e suas especificidades. As transformacées
tecnoldgicas dessa regido sao possiveis devido o aprimoramento constante, com base
em novos conhecimentos cientificos.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacéo e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnoldgicos, os
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para o semiarido brasileiro,
assim, garantir perspectivas de solucéo para o desenvolvimento local e regional para
as futuras geracgdes de forma sustentavel.

Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 14

POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO OLEO ESSENCIAL
DE ALGRIZEA MINOR FRENTE A Staphylococcus

Graziela Claudia da Silva
Universidade Federal de Pernambuco

Recife — PE

Alexandre Gomes da Silva
Universidade Federal de Pernambuco
Recife — PE

Luciclaudio Cassimiro de Amorim
Universidade Federal de Pernambuco
Recife — PE

Marcia Vanusa da Silva
Universidade Federal de Pernambuco
Recife — PE

Paloma Maria da Silva
Universidade Federal de Pernambuco
Recife — PE

Maria Tereza dos Santos Correia
Universidade Federal de Pernambuco
Recife — PE

RESUMO: Oleos essenciais sdo misturas
complexas de compostos volateis lipofilicos,
provenientes do metabolismo secundario
das plantas. Algrizea minor, popularmente
conhecida por murta, é utilizada na medicina
tradicional para tratamento de doencas do trato
respiratério e urinario. Objetivou-se avaliar
a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
das folhas de Algrizea minor frente a cepas
Staphylococcus aureus. A extragéo do 6leo foi
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aureus

realizada por hidrodestilaggdo em um aparelho
de Clevenger, e a atividade antimicrobiana
determinada pelo método de microdiluicdo em
caldo, sendo testadas cepas de referéncia e
multirresistentes. Os resultados mostraram-se
satisfatorios, tendo sido de 0,198% o rendimento
do Oleo essencial em relagdo a massa vegetal.
Foi considerado para analise o CIM, ou seja,
a concentracédo necessaria do 6leo essencial
capaz de inibir 50% do crescimento bacteriano
no periodo de 24 horas.
microdiluicdo em caldo, foi possivel determinar a

No ensaio de

Concentracgéao Inibitéria Minima e Concentracéo
Bactericida Minima, sendo para S. aureusATCC
CIM:15,63 ug/ml e CBM: 62,52 ug/ml; S. aureus
(UFPEDA 731) CIM:31,25 pg/ml e CBM:125 pg/
ml; S. aureus (UFPEDA 733) CIM:62,5 pug/ml
e CBM: 250 pg/ml. Os resultados mostraram
que o Obleo foi especialmente eficaz contra
as bactérias gram-positivas, apresentando
atividade bacteriostatica. Uma analise detalhada
dos compostos volateis encontrados no 0leo
essencial de Algrizea minor pode revelar quais
0s compostos majoritarios sao responsaveis
por essa acao bacteriostatica. Dessa forma,
o Oleo essencial de Algrizea minor podera ser
uma nova fonte de antimicrobiano bioativo para
o tratamento de infeccbes de pele causada por
S.aureus.

PALAVRAS-CHAVE:

Resisténcia bacteriana.

Antimicrobiano.
Produtos naturais.
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Caatinga.

ABSTRACT: Essential oils are complex mixtures of volatile lipophilic compounds,
derived from the secondary metabolism of plants. Algrizea minor, popularly known as
myrtle, is used in traditional medicine for treatment of diseases of the respiratory and
urinary tract. The objective was to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil
of leaves of Algrizea minor against Staphylococcus aureus strains. The extraction of the
oil was carried out by hydrodistillation in a Clevenger apparatus, and the antimicrobial
activity determined by the microdilution method in broth, being tested reference and
multiresistant strains. The results were satisfactory, with the yield of 0.198% of the yield
of the essential oil in relation to the vegetable mass. The MIC, that is, the necessary
concentration of the essential oil capable of inhibiting 50% of the bacterial growth in the
period of 24 hours was considered for analysis. In the broth microdilution assay, it was
possible to determine the Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal
Concentration, for S. aureus ATCC MIC: 15.63 pug/ mland CBM: 62.52 ug/ ml; S. aureus
(UFPEDA 731) MIC: 31.25 pg / ml and MBC: 125 ug / ml; S. aureus (UFPEDA 733)
MIC: 62.5 pg / ml and MBC: 250 ug / ml. The results showed that the oil was especially
effective against gram-positive bacteria, presenting bacteriostatic activity. A detailed
analysis of the volatile compounds found in the essential oil of Algrizea minor may
reveal which major compounds are responsible for this bacteriostatic action. Therefore,
the essential oil of Algrizea minor may be a new source of bioactive antimicrobial for the
treatment of skin infections caused by S. aureus.

KEYWORDS: Antimicrobial. Bacterial resistance. Natural products. Caatinga.

11 INTRODUGCAO

Compostos biologicamente ativos extraidos de plantas (cascas, folhas, raizes
e frutos) vém sendo estudados ha décadas para obtencdo de novas moléculas, com
0s mais diversos fins terapéuticos. Muitas vezes, os estudos de atividade biologica
séo guiados pela medicina tradicional e, muitos deles, contribuem para a constatacéo
cientifica das propriedades biol6gicas exploradas no uso popular. Os 6leos essenciais,
por exemplo, tém servido de base para diversas aplicacbes na medicina popular.
Embora seja produzida uma larga escala de drogas para o tratamento de diversas
patologias de origem bacteriana, o uso de fitoterapicos vem intensificando-se em
diversos paises, principalmente no Brasil, por possuir uma flora rica e diversa.

Nesse contexto, tem-se que a Caatinga € o Unico bioma exclusivamente
brasileiro, sendo predominante na Regido do Semiarido Nordestino, abrigando fauna
e flora endémicas, podendo ser considerado patrimonio biolégico de valor imensuravel
(DRUMOND et al., 2013). Com precipitagdes anuais de 500 milimetros, temperaturas
variando de 26°C a 28°C e periodos de chuvas concentradas em trés a quatro meses
(seguidas de longos periodos de estiagem de oito a nove meses), a vegetacao da
Caatinga caracteriza-se por apresentar trés estratos distintos, a saber: herbaceas,
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arbustivas e arbdéreas de pequeno porte (com espécies xeréfilas e caducifélias),
nos periodos de estiagem, e forrageiro, no periodo chuvoso (ARAUJO FILHO,
2013;MACIEL, 2016; 2015;MAIA, 2004).

Algrizea minor € uma espécie pertencente a familia Myrtaceae e endémica do
Brasil, com ocorréncia na Regiao Nordeste, entre os Estados da Bahia e Pernambuco,
em fitofisionomias de Caatinga e Cerrado (Stadnik et al.,2018). Inicialmente
classificada como uma espécie pertencente ao género Myrcia, pouco se sabe sobre
as propriedades farmacologicas dessa espécie, que foi reclassificada como membro
do género Algrizea por Sobral, Faria Junior & Proenca em 2010, através de estudos
moleculares. Erroneamente, ainda é conhecida como uma espécie de murta pela
populacdo do Semiarido nordestino, sendo o produto da cocg¢do das suas folhas
utilizado como expectorante e antisséptico do aparelho respiratério (no tratamento de
sinusite, tosse e bronquite). Seu uso medicinal também esta indicado no tratamento de
problemas do aparelho génito-urinario, como cistite, corrimentos vaginais e uretrites.

Os 6leos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario da planta
e, em sua maioria, compostos de dois grandes grupos quimicos de origens
bioenergética distintas: terpendides e fenilpropanodides. Todavia, tal composicéo,
assim como o rendimento, sdo determinados por fatores de variacdo genética,
variacdo sazonal, localizacéo geografica e maturidade da espécie (HUSSAIN et al.,
2011). Sua hidrofébica e composicao complexa demonstram uma variedade de acdes
farmacolobgicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novos
medicamentos (AMARAL, 2004). Diversas atividades bioldgicas tém sido relatadas
para Oleos essenciais, como a antibacteriana, antifungica, antioxidante, antinoceptivo,
anti-inflamatéria, antitumoral, antiulcerogénica e cicatrizante (COELHO et al., 2013;
COSTA et al.,, 2017; BATISTA et al., 2012; CALDAS et al., 2013; LEMES et al., 2017;
MIRANDA et al., 2016).

Dentre as atividades suprarreferidas, a atividade antimicrobiana tem se
destacado e impulsionado pesquisadores a investigarem esses compostos naturais
(SALES et al.,2014). Todavia, os mecanismos de acao dos Oleos essenciais ainda
nao sao bem elucidados. Sabe-se que o principal ja descrito esta relacionado com a
sua alta penetrabilidade na membrana citoplasmatica, ocasionando seu rompimento
e aumentando sua permeabilidade ndo especifica, gerando, desta forma, um
extravasamento do conteudo celular e posterior morte da bactéria (DEVI et al., 2010).
De acordo com as observacdes de Carson et al. (1995), 0 mecanismo consiste no
comprometimento da integridade da membrana celular, com consequente perda de
material intracelular, incapacidade de manter a homeostase e inibicdo da respiracéo.

O isolamento de novas estruturas e agentes antimicrobianos com novos
mecanismos de agao vem despertando a atencao de muitos pesquisadores, uma vez
que o uso indiscriminado dos antibiéticos em doses inferiores a que € preconizada
em manuais terapéuticos, atrelado as condi¢cées de higiene precarias, o aumento de
pacientes com sistema imunolégico comprometido e a lentidao para o diagnostico das
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infeccbes bacterianas, tém favorecido o aumento da resisténcia microbiana ndo so6
nos hospitais, como também em comunidades, podendo atingir, inclusive, individuos
saudaveis (LIMA et al., 2015).

Os microrganismos podem resistir total ou parcialmente a acdo de um ou mais
antimicrobianos pertencentes & mesma ou a diferentes classes terapéuticas (OTAIZA
O’R, 2002). Diversos mecanismos de resisténcias séo caracteristicos de cada grupo
ou espécie de micro-organismo em especifico. Didaticamente, sao relatados quatro
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em bactérias, sendo estes: alteragdes
de permeabilidade de membrana, bomba de efluxo, alteracbes e mecanismo
enzimatico (MORENO et al., 2009; ASANTE, 2017).

Dessa forma, € preocupante o atual quadro de falta de sensibilidade microbiana
aos antibidticos disponiveis, surgindo, pois, a importancia de se encontrar novas
alternativas de drogas terapéuticas eficientes (TEXEIRA, 2009).

Estudos in vitro destinados a determinar o potencial antimicrobiano da flora
brasileira tém fornecido resultados satisfatorios (CAVALCANTE et al., 2017; COSTA
et al. 2017; DIMECH et al., 2013; SALES et al., 2014; SILVA et al., 2013), apesar
de existir uma descontinuidade desses estudos e uma fragmentacao dos resultados,
travando, assim, avancos na area.

Diante do exposto, essa pesquisa tem como objetivo relatar resultados
preliminares do potencial antimicrobiano do 6leo essencial extraido das folhas de
Algrizea minor Sobral, Faria Junior & Proenca frente a estirpes de bactérias da espécie
Staphylococcus aureus.

2| METODOLOGIA

2.1 Coleta do material botanico

O material vegetal (folhas) foi coletado no Parque Nacional do Catimbau, no
municipio de Buique (Pernambuco). O material coletado foi processado conforme
as técnicas usuais em taxonomia (Mori et al 1981), identificado pelo boténico Dr.
Alexandre Gomes da Silva, tendo sido uma amostra depositada no Herbario “Dardano
de Andrade Lima” do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), Recife, Brasil, sob
o numero IPA 96.503. O material vegetal a ser bioprospectado foi transportado em
caixas térmicas até o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Departamento
de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), para a extracéo dos
Oleos essenciais.

2.2 Extracao dos 6leos esséncias

Os 6leos essenciais de Algrizea minor foram obtidos por hidrodestilagdo em um
aparelho de Clevenger, adaptado a um baldo de fundo redondo de 5000ml. As folhas
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frescas (150g) foram imersas em agua destilada por 180 minutos, iniciando o computo
pelo_ponto de ebulicdo da dgua. Em seguida, os 6leos foram secos com sulfato de
sodio anidro (Na ,SO ), calculados os rendimentos conforme Girard et al., (2007) e
armazenados a 4 ° C até analise posterior.

2.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Foram utilizados trés isolados clinicos de bactérias Gram-positivas, obtidas
da Colecdo de Culturas Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA), e uma cepa de referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC), sendo esses: Staphylococcus aureus ATCC 29213 (cepa de referéncia),
Staphylococcus aureus UFPEDA 683 (isolada de exsudato purulento), Staphylococcus
aureus UFPEDA 731 (isolada de secrecéo de ferida operatéria) e Staphylococcus
aureus UFPEDA 733 (isolada de fragmento 6sseo).

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de microdiluicado em
calco, seguindo o protocolo M100 do CLSI (2011) para determinacao da Concertagcao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcao Bactericida Minima (CBM). Diluicdes em série
de duas vezes de uma solugdo contendo o 6leo essencial, previamente preparada
com Tween 80 e agua estéril gsp.(1000 -1,95 pg/mL) foram realizada placas de
96 pocos contendo 100 pl/mL caldo de Mueller-Hinton, e em seguida adicionados
10uL de suspensdo bacteriana (aproximadamente 1,5x10® UFC/mL). As placas
foram incubadas a 37°C por 24h. A CIM foi determinada pela a inibicdo de 50% de
crescimento em comparacao com 0 pogo controle (apenas 0 meio e inoculo) e pelo
método colorimétrico com a solugao de resazurina (0,01%) incubando as placas por
20 minutos a 37°C. Qualquer mudancga na cor, de roxo para rosa, foi registrada como
crescimento bacteriano. A concentracdo mais baixa, na qual nenhuma alteragao de cor
ocorreu, foi tomada como CIM. Posteriormente, 10l das culturas foram semeadas em
placas contendo agar Muller Hinton e incubadas a 37 °C durante 24h, para determinar a
Concentracao Bactericida Minima (CBM), que corresponde a concentracdo minima da
amostra que eliminou a bactéria. A atividade antibacteriana foi classificada de acordo
com Costa et al. (2017), onde a razdo entre CMB/CIM =1 a 2, o efeito do composto é
considerado bactericida; se CMB/CIM = = 4 o efeito € bacteriostatico.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial das folhas de Algrizea minor obtido a partir da hidrodestilacéo
apresentou um rendimento com percentual de 0,198%, sendo considerado condizente
com valores encontrados na literatura para espécies da familia Myrtaceae (ALEKSIC
et al.,, 2014; DUNTRA et al., 2009; SILVA et al., 2018; WANNES et al, 2010).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de Algrizea minor frente a
cepas de Staphyloccocus aureus € mostrada na Tabela 1. O 6leo essencial de Algrizea
minorrevelou atividade antimicrobiana frente a cepas de Sthapyloccocus aureus, onde
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foi considerado o CIM, a menor concentracao do 6leo capaz de reduzir o crescimento
bacteriano em 50%. Assim, os CIM frente as cepas de S. aureus foram: S. aureus
ATCC CIM:15,63 pyg/ml e CBM: 62,52 ug/ml; S. aureus (UFPEDA 731) CIM:31,25 g/
ml e CBM:125 ug/ml; S. aureus (UFPEDA 733) CIM:62,5 ug/ml e CBM: 250 ug/ml.
Nao foi possivel determinar o CIM da cepa S. aureus (UFPEDA 683). Todavia, nas
demais cepas, os CIM revelados foram inferiores a concentracdo do antibi6tico de
referéncia utilizado nos tratamentos de infeccées causadas por estes microrganismos.
A razao CBM/CIM frente as cepas testadas sdao dadas por 4, portanto, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Algrizea minor € de carater bacteriostatico. Todas
as cepas testadas foram sensiveis a gentamicina (0,117-120 yg/mL).

Bactérias Gram positivas CMI pg/mi MBC pg/ml MBC/ MIC
Staphylococcus aureus ATCC 15,63 62,52 4
29213
Staphylococcus aureus UFPDA 31,25 125 4
731
Staphylococcus aureus UFPEDA 62,5 250 4
733
Staphylococcus aureus UFPEDA
683

Tabela 1. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM) do
Oleo essencial de Algrizea minor em espécies de Sthapyloccocus aureus

*(-) CIM ou CMB >1000 pg/ml

Foram observadas variages nos perfis de susceptibilidade das cepas testadas
frente ao 6leo essencial das folhas de Algrizea minor. Para Nascimento et.al (2014),
essa variagao constatada entre os isolados avaliados esta atrelada ao agravamento
da resisténcia bacteriana, guiada por genes que expressam resisténcia a maultiplos
antimicrobianos, € promovida pelo uso frequente e indiscriminado de antimicrobianos.

A atividade antimicrobiana de plantas da Regi6es do Semiarido também tem
sido investigada. Bessa e colaboradores (2016) observaram uma forte atividade do
Oleo essencial de Syagrus coronata frente a isolados clinicos de Staphylococcus
aureus resistente a multiplas drogas (MRD). Oleos essenciais de plantas da familia
Myrtaceae frente a espécies de Staphyloccocus aureus também tém se destacado
(KAUFFMANN et al., 2018).

41 CONCLUSAO

O oleo essencial extraido das folhas de Algrizea minor mostrou forte atividade
antimicrobiana bacteriostatica frente as estirpes de Staphylococcus aureus (incluindo
cepas resistente a multiplas drogas) quando comparado com a Concentragdes Inibitdria
Minima de antibi6tico convencional usado no tratamento de infec¢cdes causadas
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por esses microrganismos. Uma analise mais detalhada dos compostos volateis
encontrados no 6leo essencial de Algrizea minor pode revelar quais sdo os compostos
majoritarios responsaveis por essa a¢ao bacteriostatica em diferentes concentracoes.
Espécies de Staphylococcus aureus sao os principais agentes patogénicos causadores
de infec¢des de pele e dos tecidos moles, podendo o éleo essencial Algrizea minor
ser um valioso agente antimicrobiano de uso topico para o tratamento de infeccoes
da pele causadas por estes organismos. Tratamentos ou medidas preventivas
iniciais podem interromper a progressao para infeccdo mais séria (que requer terapia
antibidtica sistematica), reduzindo, assim, o risco de desenvolvimento de resisténcia
aos antibidticos disponiveis no mercado.
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