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Resumo: As plantas constituem fontes naturais de diversas substancias e metabdlitos secundarios. Os 6leos
essenciais sdo de fcil extragdo, economicamente viaveis e estdo presentes em diversas partes das plantas além de
possuirem um potencial farmacolégico comprovado em estudos cientificos. Com isso, objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito microbiano do 6leo essencial de Calyptranthes spp. frente as cepas bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas incluindo algumas resistentes, afim de se conhecer se a planta pode ser usada como
medicamentosa para o combate de infec¢cdes bacterianas. Para isso, foi extraido o éleo essencial de folhas de
Calyptranthes spp., coletadas no Parque Nacional Vale do Catimbau, Buique-PE, por hidrodestilacdo durante 4
horas e em seguida o 6leo essencial foi testado em diferentes concentragBes diluidos em Tween 80 & 2% e a
concentracdo minima inibitdria foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton. Os
indculos foram preparados nos mesmos meios, a densidade ajustada para o tubo 0,5 da escala McFarland (108 para
bactérias) e diluidas 1:10 para o procedimento de microdilui¢cdo. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24
horas. O CIM e 0 CMB foram realizados em triplicata e definidos como a menor concentragdo do 6leo essencial
que ndo demonstra crescimento bacteriano visivel apds o periodo de incubacdo. N&o foi possivel visualizar
atividade bactericida e bacteriostatica para o 6leo essencial foliar de Calyptranthes spp. nas concentrages testadas,
se fazendo necessério a realizacdo de outros testes com concentracdes maiores que 100 pg/ml afim de que seja
comprovado seu potencial frente as cepas bacterianas.

Palavras-chave: Atividade Bacteriana; Bioatividade; Caatinga; Calyptranthes; Oleo essencial.

INTRODUCAO

As plantas constituem fontes naturais de diversas substancias e metabdlitos secundarios.
A riqueza destes compostos fundamenta a exploracao das espécies vegetais desde a antiguidade,
pois sdo capazes de conferir resisténcia ao ataque de pragas e de doencgas. Com isso, as plantas
se tornaram uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais,
pode-se utilizar para a producdo de inameros farmacos (WALL E WANI, 1996).

Entre as diversas espécies encontradas na caatinga, varias plantas sdo consideradas
como medicamentosas de uso popular, pois diversos tecidos como folhas, cascas e raizes séo
comercializados em formas, muitas rudimentares, farmacéutica e pré-farmacéuticas em
calcadas e ruas das principais cidades, bem como em mercados e feiras livres. O uso de plantas

medicinais ainda é frequente, tanto no meio rural quanto no urbano, principalmente por parte
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da populacédo carente, que recorrem a vegetacao nativa, em busca da cura para os problemas
enfrentados (MOSCA,; LOIOLA, 2009).

Dentre os agentes terapéuticos vegetais, 0s 0leos essenciais constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromatico de diversas plantas (COSTA et
al., 2008), a Caatinga apresenta-se como um bioma promissor para o estudo destas como
possiveis fontes de moléculas com atividade farmacologica devido suas condigdes especificas

de clima, solo, localizacdo geografica, exposicdo a luz solar e temperatura.

Este ecossistema apontado como rico em espécies endémicas e bastante heterogéneo,
corresponde a um habitat tipicamente ocupado por diversas espécies, dentre elas as da familia
Myrtaceae, apresentando algumas espécies endémicas e muitas outras adaptadas a este bioma.

Atualmente, o interesse e pesquisa de novas substancias bioativas derivadas de produtos
naturais esta crescendo, fato atribuido a constante necessidade de tratamentos mais eficazes e
acessiveis e de facil obtencdo (MEOT-DUROS et al., 2008; SILVA-CARVALHO etal., 2015),
entre essas substancias se encontram os 6leos essenciais (OEs). A familia Myrtaceae
compreende cerca de 150 géneros, com aproximadamente 3.600 espécies. No Brasil, a familia
abrange 23 géneros e cerca de 1.000 espécies (SOBRAL et al., 2015) e € considerada uma das
familias mais importantes economicamente, ocupando a oitava posi¢cdo em diversidade no
Nordeste (SOBRAL; PROENCA, 2006). Uma das caracteristicas marcantes desta familia é a
presenca em seus Orgaos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de 6leos essenciais
(CRONQUIST, 1981).

As espécies da familia Myrtaceae sdo bastante conhecidas e tém disso estudadas devido
as suas caracteristicas fitoquimicas, possuindo uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios que sdo associados a atividade antimicrobiana e a atividade antioxidante
(BIANCHETT], 2004; LOGUERCIO et al., 2005). Embora possuam muitos estudos de
atividades e testes bioldgicos com espécies da familia Myrtaceae, estudos com género
Calyptranthes ainda sdo escassos, principalmente quando relacionados ao rendimento do 6leo
essencial e atividade biologicas.

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais € avaliada através da determinacéo de
uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo
testado (OSTROSKY et al., 2008). De acordo com o estudo de Bona et al. (2014), o método de
microdiluicdo em caldo permite uma visualizacdo da atividade inibitdria dos 0leos essenciais e

extratos vegetais mesmo em baixas concentragoes.
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A maior parte da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais parece estar associada aos
compostos fendlicos (SIMOES; SPITZER, 2000), onde o efeito antimicrobiano esta
relacionado, principalmente, a alteracao da permeabilidade e integridade da membrana celular
bacteriana (LAMBERT et al., 2001).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito microbiano do 6leo
essencial de Calyptranthes spp. frente as cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas
incluindo algumas resistentes, afim de se conhecer se a planta pode ser usada como

medicamentosa para 0 combate de infecgcOes bacterianas.

METODOLOGIA

e Coleta do material

As coletas das espécies de Calyptranthes spp. foram realizadas exclusivamente no
perimetro da Caatinga (Vale do Catimbau, Buique, PE) no més de maio de 2018 (estacdo
chuvosa). As coletas e observacdes de campo foram realizadas no Parque Nacional Vale do
Catimbau, localizado a 285 Km do Recife. Fica situado entre o Agreste e o Sertdo de
Pernambuco, abrangendo terras do municipio de Buique. O Parque é formado por elevagdes
montanhosas de topo suave, encostas abruptas e vales abertos, distribuidos em
aproximadamente 90.000 ha. Temperatura e precipitacdo médias anuais sao de 25°C e 1.095,9
mm com maior pluviosidade entre abril a junho (SILVA; SCHLINDWEIN; RAMALHO,
2007).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2002), o PARNA do Catimbau é uma
area de extrema importancia para a conservacdo da biodiversidade. Do ponto de vista
geomorfoldgico, 0o PARNA do Catimbau esta inserido no Planalto da Borborema, apresentando
relevo ondulado a fortemente ondulado, com altitudes variando de 650 a 1.000 m (CPRM
2005). Os solos sdo rasos a profundos, predominando Planossolo e Podz6lico nas encostas e
circundando a area serrana e Lit6licos no topo das serras. O clima é do tipo tropical chuvoso,
com verdo seco (CPRM 2005).

e Extracdo de 6leos essenciais
O oleo essencial de folhas de Calyptranthes spp. foi obtido em amostras de 100g de
folhas frescas por hidrodestilacdo com agua destilada, utilizando aparelho tipo Clevenger, por

um periodo de quatro horas. Em seguida, o 6leo foi coletado e seco com sulfato de s6dio anidro
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(Na2S04) e mantido em refrigerador (-5 °C) num frasco de vidro &mbar para os ensaios
bioldgicos.

O rendimento do 6leo essencial foi definido como o quociente do peso do 6leo recolhido
e 0 peso seco do material vegetal extraido (Equacéo 1) (SANTOS et al., 2014) e os dados foram
submetidos e os dados obtidos foram submetidos a anélise estatistica com teste de média (Teste
de Tukey 5%).

Equacédo 1 — Rendimento de 6leo essencial:

PO %100
pPS

e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM)

A avaliagdo antimicrobiana do OE foi realizada em modelo experimental de
microdiluicdo seriada, conforme descrito pela CLSI (2009) em placas de 96 pogos. A
concentracdo inibitéria minima das diferentes concentragdes do 6leo essencial diluidos em
Tween 80 a 2% foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton
(NCCLS/CLSI, 2009). Os indculos foram preparados nos mesmos meios, a densidade ajustada
para o tubo 0,5 da escala McFarland (108 para bactérias) e diluidas 1:10 para o procedimento
de microdiluicdo seriada. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubacdo na estufa foram acrescentados em todos 0s po¢os 20 pl de
resazurina 0,1% em solucéo fisioldgica 0,9% e as placas foram novamente incubadas por 2
horas. A leitura das placas com os microrganismos foi realizada através da comparagdo da
turbidez das amostras nos pogos antes de acrescentar a resazurina e apds acrescenta-la, sendo
que o aumento da turbidez ou opacidade no meio indica o crescimento de microrganismo
(LENNETTE etal., 1985), a permanéncia da coloracao azul indica a auséncia de microrganismo
e a mudanca da coloracéo azul para rosa indica a presenca de microrganismo.

O CIM foi realizado em triplicata e definido como a menor concentracdo do 06leo
essencial que ndo demonstra crescimento bacteriano visivel. A CBM foi determinada como
sendo a concentracdo minima que ndo apresentar crescimento bacteriano no meio de cultura

apos o periodo de incubacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oOleos essenciais de espécies da familia Myrtaceae tém apresentado resultados
satisfatorios a diversas atividades realizadas, inclusive nas atividades microbianas frente a
bactérias de interesse médico (SCHAPOVAL et al., 1994; SALVAGNINI et al., 2008;
VICTORIA et al., 2012).

O oOleo essencial teve a sua atividade antimicrobiana testada pelo método de
microdiluicdo seriada contra seis bactérias, sendo trés gram-positivas: Staphylococcus aureus
e trés gram-negativa: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus mirabilis (cepas
ATCC (American Type Culture Collection)) (Tabela 1). Duas das espécies de S. aureus (705 e
683) sdo resistentes a uma grande parte dos antimicrobianos -lactdmicos e a Glicopeptideos,
Licosaminas, entre outros.

Microrganismo Registro
Klebsiella pneumoniae UFPEDA
Escherichia coli UFPEDA
Proteus mirabilis UFPEDA
Staphylococcus aureus 02 UFPEDA — Cepa padrdo ATCC 6538
Staphylococcus aureus 683 Exsudato purulento
Staphylococcus aureus 705 Ferida operatoria

Tabela 1 — Relagdo de microrganismo utilizados para o MIC e CMB.

Né&o foi possivel visualizar atividade bactericida e bacteriostatica para o 6leo essencial
foliar de Calyptranthes spp. nas concentracgdes testadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625;
0,781250; 0,390625 pg/ml) visto que a leitura visual apresentou MIC e CMB acima de 100
pg/ml para todas as cepas bacterianas testadas tanto as gram-positivas quanto as gram-negativas
(Tabela 2).

O resultado encontrado no presente estudo ndo indica que esta espécie ndo possua
atividade bacteriana. Se faz necessario a realizacdo de outros testes com concentragdes maiores
que 100 pg/ml afim de que seja comprovado seu potencial frente as cepas bacterianas. Na
literatura ndo hé relatos de testes do 6leo essencial da espécie e nem do género Calyptranthes

para atividade antimicrobiana.
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Microrganismo MIC CMB
Klebsiella pneumoniae >100 >100
Escherichia coli >100 >100
Proteus mirabilis >100 >100
Staphylococcus aureus 02 >100 >100
Staphylococcus aureus 683 >100 >100
Staphylococcus aureus 705 >100 >100

Tabela 2 — MIC e CMB do 6leo essencial de Calyptranthes spp. frente as cepas testadas.

CONCLUSAO
Devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos as drogas disponiveis ha a
procura de novas alternativas terapéuticas, sendo os 0leos essenciais e seus constituintes um

alvo promissor para o encontro de novos farmacos com atividade antimicrobiana.

Dessa forma, sugere-se novos testes a fim de identificar a atividade antibacteriana do
OEs de Calyptranthes spp. e com isso, se comprovado a atividade do 6leo, contribua para o
desenvolvimento de novos produtos naturais no tratamento de doencas decorrentes de infec¢Ges

bacterianas.
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