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RESUMO

Schinus molle é uma espécie nativa da América do Sul, pertencente a familia
Anacardiaceae e conhecida popularmente como aroeira vermelha, sendo que € relatada como
tendo propriedades antiespasmddica, anti-inflamatéria, cicatrizante e antimicrobiana.
Considerando o crescente ndmero de infec¢des provocadas por bactérias e a busca na drea
vegetal de novos principios ativos para producio de farmacos fitoterdpicos, foi realizado este
estudo com objetivo de avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial, extratos da folha
e do fruto de S. molle frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC e Bacillus cereus
ATCC. Para isso foi realizada a avaliagdo de sobrevivéncia dos micro-organismos quando
expostos ao Oleo essencial, extratos da folha e do fruto de S. molle, através da concentragdo
inibitéria minima e do ensaio de Time-Kill. No entanto, os compostos ndo apresentaram
atividade antimicrobiana contra as bactérias avaliadas neste estudo. Desse modo, sdo
necessarios novos testes a fim de avaliar o potencial do efeito sinérgico destes compostos em
associacdo com antimicrobianos, bem como avaliar estes compostos contra outras bactérias,

como as bactérias Gram-negativas.

Palavras-chave: Oleo essencial, S. molle, atividade antimicrobiana e curva de sobrevivéncia.



ABSTRACT

Schinus molle is a specie native from South America, belonging to the family Anacardiaceae
and popularly known as aroeira, and is reported to have antispasmodic, anti-inflammatory,
healing and antimicrobial properties. Considering the increasing number of infections caused
by bacteria and the search in the vegetal area of new active principles for the production of
phytotherapeutic drugs, this study was carried out to evaluate the antimicrobial potential of
essential oil, leaf extracts and S. molle against strains of Staphylococcus aureus ATCC and
Bacillus cereus ATCC. For this purpose, the survival of the microorganisms when exposed to
the essential oil, leaf and fruit extracts of S. molle were evaluated by means of the minimum
inhibitory concentration and Time-Kill assay. However, the compounds did not present
antimicrobial activity against the bacteria evaluated in this study. Thus, further testing is
required to assess the potential synergistic effect of these compounds in combination with
antimicrobials, as well as to evaluate these compounds against other bacteria, such as Gram-

negative bacteria.

Keywords: Essential oil, S. molle, antimicrobial activity and survival curve.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas como recursos de sobrevivéncia ao alcance do ser humano e
por isso possuem um papel de extrema importincia em nossas vidas, uma vez que sio
utilizadas para compor a alimentacdo e como forma de alivio em enfermidades (LOPES,
2010). O uso de plantas medicinais é baseado no conhecimento popular, sendo, muitas vezes
transmitidos conhecimentos ancestrais sobre o uso e eficiéncias das plantas de geragdo em
geracdo, como parte de sua cultura (FERNANDES, 2014). As plantas significam um marco
histérico na evolucdo de muitas nagdes, onde melhoraram as condicdes alimenticias e sdo, até
os dias atuais, o principio ativo de farmacos fitoterdpicos e/ou a cura para muitas patologias
(REZENDE et al., 2002).

Dessa forma a utilizacido de vegetais in natura pelas populagdes vem se intensificando
e ganhando espaco para muitas pesquisas (ROZATTO, 2012). Embora o Brasil tenha tamanha
extensdo, abundancia, vegetacoes de diferentes caracteristicas (GUERRA et al., 1998), muitos
principios ativos permanecem desconhecidos, sendo necessdrios mais estudos com produtos
de origem vegetal objetivando estudar o potencial farmacoldgico destas plantas (CALIXTO,
2003; NAPOLITANO et al., 2005).

Dentre as varias abordagens propostas, os 6leos essenciais ou extratos brutos, sdo os
responsaveis pelas propriedades bioldgicas e antimicrobianas das plantas medicinais (LEAL,
2013). Os oleos essenciais (OE) sdo definidos como produtos naturais volateis complexos,
normalmente caracterizados por apresentarem odor forte e produzidos durante o metabolismo
secundérios de plantas aromaticas (MACHADO & JUNIOR, 2011). Mais de 1700 compostos
volateis ja foram isolados de aproximadamente 90 familias de plantas (DUDAREVA et al,
2006). Além das drogas sintéticas, varios extratos brutos obtidos de plantas ja demonstraram
acdo anticancerigena, antifingica, antibacteriana e anti-inflamatéria em modelos
experimentais (OLIVEIRA, 2006), sendo esta atividade maior ou menor em funcdo da
composi¢ao de cada extrato e bactéria testada (LEAL, 2013).

Schinus molle é uma espécie nativa da América do Sul, pertencente a familia
Anacardiaceae e conhecida popularmente como aroeira. No Brasil, ocorre principalmente de
Pernambuco ao Rio Grande do Sul em diversos tipos de formacdes vegetais (CARVALHO et
al., 1994). Devido a grande dispersdao da espécie, apresenta diversas aplicacdes,
principalmente pela madeira, na extragdo de taninos, em paisagismo (SANTOS et al., 2010).

As folhas contém Oleos essenciais com riqueza em mono € sesquiterpenos, em teor de 1%
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para folhas e 5%, os quais sdo mais utilizados na medicina popular. Sabe-se que este 6leo
possui propriedades antimicrobianas, antifingicas, anti-inflamatérias, cicatrizantes e
antiespasmoddicas (FERNANDES, 2014).

O S. aureus trata-se de um micro-organismo responsdvel por infec¢des hospitalares e
dissemina¢do de doencas na comunidade, que pode se manifestar desde processos infecciosos
leves até infeccdes graves que causam risco de morte (MANAPPALLIL, 2017). Outra
bactéria de grande importancia etiolégica € o B. cereus, a qual encontra-se inserida no grupo
de bactérias que desenvolvem esporos, sendo relacionadas a surtos de intoxicagao alimentar.

Considerando estes fatores, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial e extrato bruto da folha e fruto de Schinus molle frente as
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC 10876, buscando

avaliar a antimicrobiana frente a estes patdgenos.



17

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FITOTERAPIA

A fitoterapia origina-se do grego therapeia (tratamento), ¢ o estudo das plantas
medicinais e suas aplicacdes na cura das doencas (TORQUATTO, 2013). Trata-se de uma
pritica que, provavelmente, originou-se na pré-histéria, quando os homens descobriram as
propriedades curativas das plantas por meio da observagdo do comportamento dos animais na
cura de suas feridas e doencas (FERRO, 2006). Tornou-se uma pratica generalizada na
medicina popular e é considerada como um saber utilizado e difundido pelas populagdes ao
longo das geracdes. Mesmo fazendo parte de uma cultura popular, o interesse pela fitoterapia
teve um aumento considerdvel entre os usudrios, pesquisadores e servigos de saude
(TOMAZZONI, NEGRELLE, CENTA, 2006).

A utilizacdo das plantas para o tratamento de doencas no Brasil teve inspiracdo da
civilizagdo africana, indigena e européia (DE ALMEIDA, 2003). As plantas eram usadas
tanto em rituais religiosos quanto em acdes farmacoldgicas (DE ALMEIDA, 2003). Com a
chegada dos europeus ao Brasil todos esses conhecimentos em relacdo as plantas medicinais
foram passadas as demais geracdes, sendo utilizadas tanto na alimentacdo quanto nos
processos medicamentosos (TOMAZZONI, NEGRELLE, CENTA, 2006).

As plantas medicinais possuem principios ativos, ou seja, compostos quimicos
produzidos durante o metabolismo da planta, que lhe conferem a agdo terapéutica
(WAGNER; WISENAUER, 2006). Sua utilizacdo ndo ¢ isenta de efeitos colaterais,
interacdes medicamentosas ou contraindicacdes, podendo apresentar substincias que sao
toxicas, desencadeando reacdes adversas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Sao
consideradas plantas medicinais as que possuem substincias com acdo terapéutica em
diversos 6rgaos ou que sdo o inicio para a sintese de produtos quimicos ou farmacéuticos
(MARTINS et al., 2000; TOLEDO et al., 2003). Os compostos quimicamente ativos
responsaveis pela agdo terapéutica sao denominados “principios ativos” (MARTINS et al.,
2000).

Viérias espécies vegetais sdo usadas devido as suas caracteristicas antimicrobianas,
através de componentes sintetizados pelo metabolismo da planta, tais produtos sdo conhecidos
por possuirem substincias ativas, como por exemplo os compostos fenolicos, os quais
compdem os Oleos essenciais e os taninos (LOGUERCIO et al., 2005; WITT, 2005). A

utilizacdo de plantas medicinais, combinada aos processos infecciosos, tem impulsionado
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varios estudos quimicos e farmacologicos, com o objetivo de obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (HAIDA et al., 2007; TOLEDO et al., 2003). A espécie Schinus
molle vem sendo usada como como repelente de insetos e analgésico, além de apresentar
possivel propriedade inibidora contra enzimas-chave na hipertensao arterial, possuindo ainda
caracteristicas antiespasmodica, anti-reumadtica, anti-inflamatoria e cicatrizante (MELLITZ,
2017; RANILLA et al., 2010; PIVA, 2002).

A fitoterapia ganha um grande destaque no ano de 1978 com a Declara¢do de Alma-
Ata. Por ela passou-se a reconhecer o uso de plantas medicinais e de fitoterdpicos com o
objetivo de profilaxia, curativa e paliativa. Desse modo, a Organizacdo Mundial da Saide
considerou, oficialmente, o uso de plantas medicinais no tratamento de doencas, valorizando-
se, consequentemente, as pesquisas € conhecimentos sobre as plantas (IBIAPINA et al., 2014;

SILVA; ANDRADE, 2006).

2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Sabe-se que as bactérias que causam prejuizos a saude humana possuem resisténcia a
maioria dos antimicrobianos (HAIDA et al., 2007). Varias medidas tecnologicas sdo sugeridas
para solucionar o problema da resisténcia das bactérias, sendo uma delas a procura de novos
antimicrobianos a partir de espécies vegetais (HAIDA et al., 2007). Conforme Novaes et al.
(2003) os vegetais sdo considerados como importantes fontes de novos medicamentos, pois a
variedade molecular dos produtos vegetais sao mais significativos as derivadas dos processos
de sintese quimica, sendo crescente a utilizacdo de plantas como elementos de pesquisas
cientificas devido as suas propriedades, principalmente suas atividades antimicrobianas.

Os 0leos, esséncias e os extratos nas plantas apresentam a func¢do de protecdo contra
bactérias, virus e fungos (ANDRADE et al., 2010; SANTOS et al., 2010). Substancias
presentes nos mesmos podem apresentar variagdes de acordo com a forma de extragdo, clima,
composi¢do do solo, idade e estdgio do ciclo vegetativo (ANDRADE et al., 2010). Para o
tratamento de infec¢des causadas por bactérias, a medicina alternativa estd buscando
medicamentos terap€uticos a base de produtos naturais, principalmente os derivados de
plantas (ARAUJO; LONGO, 2016).

A avaliacdo da susceptibilidade a antimicrobianos pode ser avaliada por meio da
técnica de determinacdo da concentracdo minima inibitéria. A interpretacdo dos resultados

obtidos podem ser considerados quanto as caracteristicas farmacoldgicas dos antimicrobianos
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e a concentragio minima a ser alcancada (BRITO er al, 2001). E um método de
microdiluicdo, com boas vantagens, como técnica simples, rdpida, alto rendimento, custo
econdmico, maior sensibilidade e quantidades minimas quando se refere a produtos naturais
(ROZATTO, 2012). Além desta andlise, ha também o ensaio de Time-Kill, o qual comprova o
tempo em que a substincia-teste leva para inibir as células microbianas (MITCHELL et al.,

2012; ROZATTO, 2012).

2.3 S.AUREUS E B. CEREUS

S. aureus (Figura 1) € considerada como uma bactéria Gram-positiva oriunda da
familia Micrococacceae, medindo cerca de 0,5 a 1,0 um, formando-se agrupamento em
massas irregulares, como cachos de uva. S3o anaerdbios facultativos, mesofilos, com
temperatura de desenvolvimento em torno de 30° a 37°C. Certas infec¢Oes podem ter origens
endogenas, fornecidas do proprio individuo, ou de fontes exdgenas, proveniente de fatores
associados ao meio, como agressdes, contato fisico direto, fluidos contaminados ou vias
aéreas (ARAUJO; LONGO, 2016).

Tanto o homem quanto os animais sdo considerados os principais depdsitos de S.
aureus. A cavidade nasal € o grande local onde se encontram os estafilococos no homem e, a
partir dele chegam aos demais locais do corpo, além de se encontrar no ar, dgua, solo ou
qualquer 4rea que tenha entrado em contato com o homem (BROOKS et al., 2014).

De acordo com Manappallil (2017) o S. aureus € um micro-organismo responséavel por
infeccOes hospitalares e disseminacdo de doencas na comunidade, que pode se manifestar
desde processos infecciosos leves até infeccOes graves que causam risco de morte
(MANAPPALLIL, 2017). Uma consequéncia de seus fatores de viruléncia sdo a capacidade
de colonizacdo e a patogenicidade deste micro-organismo, além de que o seu alto potencial
infeccioso ndo estd restrito apenas a sua facilidade de multiplicacdo e disseminacdo nos

tecidos, mas também a producdo de moléculas com grande poder patogénico, que incluem

enzimas e toxinas (DOS SANTOS et al., 2007).
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Figura 1 - Coloracgado de S. aureus pelo método de Gram.

Fonte: BROOKS et al., 2014, p. 200.

Outra bactéria de grande importincia etiologica € o B. cereus (Figura 2), a qual
encontra-se inserida no grupo de bactérias que desenvolvem esporos, sendo relacionadas a
surtos de intoxicacdo alimentar. Devido a gravidade, hd muitas pesquisas e estudos com o
objetivo de determinar os fatores de viruléncia, como as toxinas emética e diarréica (PAIVA

et al.,2009).
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Figura 2 - Coloragao de B. cereus pelo método de Gram.

Fonte: BOTTONE, 2010, p. 383.
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B. cereus ¢ uma bactéria que faz parte da familia Bacillaceae, sendo apresentada em
forma de bastdo, é Gram-positiva, aerobica facultativa, mével e forma esporos esféricos na
presenca de oxigénio. Para o seu crescimento a temperatura minima varia aproximadamente
de 4 a 5°C, com maxima para germinagao em torno de 48 a 50°C (PAIVA et al, 2009).

Os esporos de B. cereus lhe conferem resisténcia a altas temperaturas, secagem, € a
alguns sanitizantes quimicos e radiagdes ionizantes, como a UV, além de contribuir para os
processos de adesdao em superficies (KOTIRANTA; LOUNATMAA; HAAPASALO, 2000).

Essa bactéria torna-se resistente devido a sua estrutura morfologica, pois possue uma
regido central onde se localizam os elementos genéticos, juntamente com as enzimas uteis a
germinagdo e crescimento inicial do esporo. Essa resisténcia unida a sua habilidade de
produzir uma grande variedade de enzimas que degradam diversos substratos organicos, faz
com que a bactéria seja distribuida de forma ampla no meio ambiente, e o solo considerado o
reservatorio natural (BLACKBURN; MCCLURE, 2000).

B. cereus é considerada uma bactéria patogénica devido a destrui¢do de tecido pela
acdo de exoenzimas produzidas por este micro-organismo. Dentre elas destacam-se quatro
hemolisinas, trés fosfolipases distintas, uma toxina emética, ¢ trés enterotoxinas formadoras
de poros (BOTTONE, 2010; EHLING-SCHULZ et al., 2006). Esta bactéria B. cereus tem
sido relacionada com intoxicacdes alimentares na Europa desde o ano de 1906. No entanto,
somente em 1950 este bacilo foi considerado como causador de enfermidades transmitidas
por alimentos (JAY, 2005).

Conforme Blackburn; McClure (2000), o B. cereus ¢ usualmente encontrado em
mantimentos secos como, por exemplo, temperos, farinhas, leite em po, na forma de esporos
e resistentes ao calor, uma vez que a reidratacdo destes alimentos dara condigdes viaveis a sua
germinacdo. Dentre as diferentes formas de processamento térmico, o cozimento em vapor
sob pressdo, a fritura e o assar em forno a temperaturas superiores a 100 °C pode contribuir
para eliminar quase todas as células vegetativas, no entanto, parte dos esporos pode ndo ser
extintos em decorréncia da sua capacidade de germinacdo em temperaturas acimas de 100°C

(BLACKBURN; MCCLURE, 2000).

2.4 SCHINUS MOLLE

A espécie S. molle L. (Figura 3), popularmente conhecida como aroeira vermelha ou
aroeira mansa, ¢ um espécie nativa do sul do Brasil, pertencente a Familia Anacardiaceae. E

uma arvore muito cultivada na arborizag¢do urbana e no paisagismo em geral no sul e sudeste
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do pais. Possui uma ampla histéria de uso na medicina tradicional em toda a América do Sul
(LORENZI & MATOS, 2002). Possui substancias que indicam propriedades antimicrobianas,

antifingicas, antiespasmodicas, antipiréticas, anti-inflamatorias (MARONGIU et al., 2004).

Figura 3 - S. molle
Fonte: AS PLANTAS MEDICINALIS, 2018.

A S. molle trata-se de uma espécie de drvore com altura que pode variar entre 4 a 8
mestros e tronco com 25 a 35 cm de didmetro, o qual € revestido por casca grossa e escamosa.
As folhas (Figura 4) sdo compostas, possuindo entre 9 a 25 foliolos linear-lanceolados a
lineares e de margens serreadas. Suas flores sdo de cor amarela e reunidas em inflorescéncias,
enquanto os frutos sdo do tipo drupas globosas e de coloracdo avermelhada (INSTITUTO

BRASILEIRO DE FLORESTAS, 2018).

Figura 4 - Folha do S. molle
Fonte: UTAD JARDIM BOTANICO, 2018.
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As flores podem desenvolver até 30 cm de comprimento, suas pétalas, geralmente,
medem cerca de 2 mm de comprimento, possuindo cor amarela e desenvolvem- se para
formar frutos com bagas de cor rosa (Figura 5). Estes frutos sao pequenos, arredondados e

desenvolvem-se inicialmente de verde para rosa e, posteriormente, para preto (ORWA et al.,

2009).

Figura 5 - Frutos do S. molle

Fonte: UTAD JARDIM BOTANICO, 2018.

Na medicina natural todas as partes da aroeira sdo utilizadas e além do seu emprego
fitoterdpico, ela € utilizada como antisséptico no caso de fraturas e feridas expostas. Além
dessas atividades, o 6leo essencial extraido desta planta tem potencial antimicrobiano, como
também atividade repelente contra a mosca doméstica, sendo um composto rico em
monoterpenos, eficaz em micoses, candidiase e até no tratamento de alguns tipos de cancer.
Adicionalmente é uma planta que possui agdo regeneradora dos tecidos, queimaduras e
problemas de pele, utilizada também contra manchas, urticdrias e fabricacdo de sabonetes e

géis (AS PLANTAS MEDICINAIS, 2018).

2.5 FAMILIA ANACARDIACEAE

A Familia Anacardiaceae tem em torno de 81 géneros e 800 espécies, as quais se
localizam tanto em ambientes secos quanto Umidos, especialmente nas regides tropicais e

subtropicais de todo o mundo, compreendendo até as regides temperadas (PELL et al., 2011).
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Destes géneros, cerca de 32 gé€neros nativos sdo encontrados nas Américas e 77% das
espécies desta familia sdo endémicas da Améria do Norte, sendo apenas os géneros
Antrocaryon, Campnosperma, Cotinus, Pistacia, Rhus, Spondias e Toxicodendron
encontrados também em outros continentes (TERRAZAS, 1999). No Brasil, existem 14
géneros com 57 espécies de Anacardiaceae registrados, sendo que 14 delas sdo restringidas ao
pais (SILVA-LUZ ; PIRANI, 2010).

Aproximadamente 25% das plantas dos géneros desta familia sdo qualificadas como
toxicas e causadoras de dermatite de contato devido a presenca de compostos fendlicos e
catecOlicos que, em compensacdo, sdo substincias que possuem intimeras aplicacdes e usos
populares, sendo empregadas tradicionalmente como cicatrizantes, estomdquicos e
antidiarreicos, pela presencga de taninos e 6leos-resinas (JUDD et al., 1999; LORENZI, 2002).

Nesta Familia Anacardiaceae encontra-se o género Schinus molle L., uma espécie de
planta usada na medicina tradicional com caracteristicas, antifingicas, anti-inflamatdrias,
cicatrizantes e antimicrobianas, além de seu 6leo ser empregado na indudstria farmacéutica

como fonte de muitos farmacos (MELLITZ, 2017).

2.6 PROPRIEDADES FARMA COLOGICAS DO OLEO ESSENCIAL DE S. MOLLE

Para o processo de tratamento de enfermidades, as plantas medicinais sdo consideradas
importantes fontes terapéuticas, sendo utilizadas através do conhecimento popular cultural,
quanto na criacdo de medicamentos fitoterdpicos (FREITAS, 1999).

O uso de diferentes espécies de plantas como fonte de produtos naturais € responsavel
pelo desenvolvimento da medicina caseira, a qual, por sua vez, tem incentivado novos estudos
com o intuito de encontrar principios ativos capazes de beneficiar a area da saide (FREITAS,
1999; TOLEDO, 2003).

Nas folhas de S. molle sdao encontrados Oleos essenciais rico em mono e
sesquiterpenos, destacados na medicina popular. Em jun¢do de intimeras propriedade possui
acdo antiflingica, antiespasmodica, antipirética, anti-inflamatoria, cicatrizantes e
antimicrobianas (BARROSO et al., 2009).

Os o6leos essenciais sdo combinagdes de elementos quimicos, podendo ser obtidos por
diferentes processos, os quais dependem de sua forma na natureza para a extra¢do adequada

de cada 6leo (GRAMOLELI JUNIOR et al., 2006).
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Sdo considerados como misturas de substincias voldteis, em sua grande maioria
apresentam-se na forma aromatica e liquida. Elaborados a partir de folhas, raizes, cascas e
sementes, contendo suas principais propriedades como cheiro e o sabor (BARROSO et al.,
2009).

As folhas e frutos de S. molle apresentam Oleos essenciais picantes, geralmente usados
na medicina popular, sendo aprimorada na Costa Rica como “chile” ou “pimenta da
Califérnia”. Trata-se de uma substincia que apresenta propriedades comuns, como
antimicrobianas, antifingicas, anti-inflamatorias, antiespasmodicas, antipiréticas e
cicatrizantes (TORRES, 2016; DOS SANTOS et al., 2007).

A formacdo quimica do oOleo essencial, principalmente, de hidrocarbonetos
monoterpénicos. Entretanto, a composi¢do quimica e estrutural de plantas de mesma espécie
poderd depender de algumas condicdes, como estado fenoldgico da planta, fatores
geograficos, ecoldgicos, variabilidade genética, processo de extragdo empregado, dentre

outros (TORRES, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial e extratos brutos (folha e

fruto) de S. molle frente as cepas de S. aureus e B. cereus ATCC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial e dos extratos bruto da
folha e do fruto de S. molle sobre frente a S. aureus ATCC 29213 e B. cereus
ATCC 10876, através da concentracdo inibitéria minima, pela metodologia de
microdilui¢do em microplacas de 96 orificios.

e Avaliar a curva de sobrevivéncia de S. aureus e B. cereus frente a exposicao do

6leo, extratos brutos de S. molle, pelo ensaio de Time-Kill.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PRODUTOS VEGETAIS

O 6leo essencial e extratos bruto de S. molle utilizados neste estudo foram produzidos
por pesquisadores do Programa de Pés-Graduacdo em Recursos Naturais da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul (PGRN-UEMS). O éleo essencial e os extratos bruto de S.
molle foram obtidos por hidrodestilacdo em Clevenger durante 1 h (Farmacopéia Brasileira,
1988). Foram analisadas as folhas e os frutos desidratados em secador de ervas, a 36 °C,
ventilagdo forcada de ar e controle de umidade. A extracdo foi executada em laboratério e
além disso foi realizada a andlise quimica utilizando cromatografia gasosa e espectrometria de
massa (CG-MS) com a qual foi possivel a identificacdo das espécies quimicas majoritarias do

6leo essencial (BARROS & VARGAS, 2009).

4.2. MICRO-ORGANISMOS

Para esta pesquisa foram utilizadas cepas microbianas provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC
10876.

4.3. MEIOS DE CULTURA

Para garantir a viabilidade dos micro-organismos em estoque, foi utilizado o Caldo de
enriquecimento Brain Heart Infusion. As cepas foram cultivadas em meio dgar Muller-Hilton.
Os meios de cultura foram preparados de acordo com as especificacdes do fabricante

DIFCO®.

4.4. PREPARO DOS INOCULOS

Ap6s o enriquecimento em Caldo BHI, uma aliquota de cada crescimento foi semeada
através da técnica de esgotamento por estrias em dgar Muller Hinton e incubado a 37°C por
24 horas, permitindo dessa forma que os micro-organismos estivessem em crescimento
exponencial, o que garante seguran¢a maior durante a realizacdo da andlise. Apds esse
periodo de incubagdo foram suspensas em solugdo salina estéril 0,9% até atingirem a turbidez

correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (aproximadamente 1,0x10® UFC/mL),
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originando uma suspensdo microbiana padrao (CLSI, 2017). Em seguida foram misturados
1000uL do dleo essencial ou extratos bruto mais 500uL. de meio BHI e mais 500uL de
in6culo do micro-organismo em tubos falcons, obtendo um volume total de 2000uL de

solucdo, denominada de solugdo-teste, qual foi utilizada nos ensaios.

4.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1. Concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM para S. aureus e B. cereus foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). A inibi¢do do crescimento microbiano foi
evidenciada pela auséncia de crescimento no meio, sendo considerada a CIM a menor
concentragdo do oleo essencial capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas (HAWSER &
ISLAM, 1999; HORNER et al., 2008). Os crescimentos dos micro-organismos foram
indicados por turbidez e resazurina. A CIM foi definida como a concentragdo mais baixa do
6leo essencial e extratos bruto em que nido houve crescimento microbiano visivel apds 24

horas de incubagao a 37° C.

4.5.2. Ensaios de Time-Kill

O ensaio Time-Kill foi realizado de acordo com a metodologia descrita segundo a
norma do National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2017) e avaliado a
partir da CIM determinada nos testes de microdiluicdo e duas vezes a CIM obtida pelos
produtos vegetais analisados. Para a realizacdo dos ensaios, uma aliquota de 10uL da solucao-
teste (micro-organismo a aproximadamente 102 UFC/mL) foi retirada e plaqueada em meio
de AMH para as duas bactérias, com o auxilio de alca de Drigalski. Foi realizado o mesmo
procedimento para todos tempos de contato (4, 8, 12 e 24 horas), as placas e os tubos foram
incubados a temperatura de 35 + 2 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacgdo, foi
verificado o crescimento microbiano. Os ensaios foram executados em duplicata e apds cada
tempo de amostragem, as colonias foram contadas manualmente e marcadas por caneta
permanente de cor azul. Houve atividade antimicrobiana satisfatéria apenas quando ndo teve

crescimento microbiano durante o periodo de 24 horas.
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5. RESULTADOS

5.1 METODO DE MICRODILUICAO

A atividade antimicrobiana do Oleo essencial e dos extratos bruto (folha e fruto) de S.
molle foi avaliada e com esses resultados, foi assim determinada, a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) frente a cada micro-organismo avaliado neste estudo.

O ¢leo essencial para a cepa de S. aureus apresentou CIM de 0,562mg/mL e para B.
cereus 4,5mg/mL tanto para a leitura com resazurina quanto para a leitura
espectrofotométrica. O extrato bruto da folha para a cepa de S. aureus apresentou CIM de
31,25mg/mL e para B. cereus 62,5mg/mL com a leitura da resazurina. J4 o extrato bruto do
fruto para a cepa de S. aureus apresentou CIM de 62,5mg/mL e para B. cereus 125mg/mL
com a leitura da resazurina (Tabela 1).

Os resultados de CIM da atividade antimicrobiana mostraram que o 6leo essencial e os
extratos bruto S. molle demonstraram concentragdes minimas inibitorias muito elevadas,
contudo o 6leo essencial e os extratos bruto apresentaram menores CIM para S. aureus do que
para B. cereus, uma vez que apenas a CIM do 6leo essencial para S. aureus se encaixa em
uma CIM moderada/satisfatoria segundo os padroes de classificacio de concentracio

inibitéria minima.

Tabela 1- Concentracgdo inibitéria minima (CIM) do 6leo e dos extratos (folha e fruto) de S.

molle.
Amostras CIM (mg/mL)
testadas Micro-organismos
S. aureus B. cereus
Oleo 0,562 4,5
Extrato da folha 31,25 62,5
Extrato do fruto 62,5 125

5.2. ENSAIOS DE TIME-KILL

O ensaio Time-Kill foi realizado com o dleo e os extratos da folha e do fruto de
Schinus molle para determinar em quanto tempo cada composto age inibindo o crescimento de

S. aureus e B. cereus. Estes resultados estdo apresentados nos graficos de 1 a 3.
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Foi observado que entre 4 e 12 horas, tanto o 6leo essencial como os extrato bruto da
folha e do fruto foi capaz de cusar um pequeno decréscimo do nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC's) para a cepa de S. aureus.

Em contrapartida para as cepas de B. cereus, os resultados de todos 0os compostos nao
demonstraram decréscimo considerdvel ao nimero de UFC's, em quase nenhum tempo de
amostragem, exceto para o extrato do fruto, até as primeiras 8 horas de teste. Sendo assim, foi
observado que os compostos naturais nao apresentaram inibi¢do do crescimento microbiano

da cepa de B. cereus.

Oleo

S. aureus
= B. cereus
Linear ( S. aureus)
UFC's Linear ( B. cereus)
1000 ~

900 - R =0,6433
800 -
700

600 -

500 -

400 - / R?2=0,1246
300 -
200 -

100 -

Horas

Figura 6 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de S. molle frente S. aureus e B. cereus
pelo ensaio Time-Kill.
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Extrato da Folha
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Figura 7 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto da folha de S. molle frente S. aureus e B.
cereus pelo ensaio Time-Kill.
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Figura 8 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto do fruto de S. molle frente S. aureus e B.
cereus pelo ensaio Time-Kill.
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6. DISCUSSAO

Com tamanha diversidade, as plantas apresentam uma gama de variedade em termos
de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Isso pode ser confirmado com o
crescente interesse de inddstrias na sintese de farmacos a partir destas fontes naturais
(ROZATTO, 2012). Além de ser considerado um recurso extremamente vidvel, os produtos
naturais sempre foram primordiais para o descobrimento de novas drogas e fornecedores de
principio ativo para o desenvolvimento de farmacos sintéticos e econdmicos, frente a doengas
em paises que ainda estdo em desenvolvimentos e a maioria das drogas sdo importadas e
possuem custos elevados (FERNANDES, 2014).

Os odleos, extratos, fragdes e compostos isolados geralmente extraidos destas fontes
sdo alvos de varios pesquisadores que buscam estudar e avaliar as propriedades mais
significativas, entre estas a atividade antimicrobiana (DUARTE et al., 2007).

A familia Anacardiaceae caracterizada pela producdo de grande quantidade de taninos,
além de possuir em sua composi¢cdo compostos fendlicos conhecidos como cardandis, que
apresentam atividade moluscicida e antibacteriana (MAZZA et al., 2000). Trata-se de uma
familia com ocorréncia pantropical e ndo inclui muitos representantes de outras regioes.
Compreende cerca de 70 géneros e 600 espécies, as quais muitas dessas possuem importancia
alimentar, como manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.), serigiiela
(Spondias mombin L.) e pistache (Pistacia vera L.) (DO ROCIO DUARTE et al., 2006).
Contudo muitas espécies despertam interesses além dos nutricionais, apresentando potencial
medicinal, sendo empregadas como cicatrizante, estomdquico e antidiarréico, pela presenca de
taninos e Oleo-resinas, a exemplo de caju-do-cerrado (Anacardium humile A. St.-Hil.),
arendiuva (Myracrodruon urundeuva Allemdo) e pimenteiro (Schinus molle L.) (ALONSO,
1998; DO ROCIO DUARTE et al., 2006).

De acordo com os resultados da CIM, as amostras analisadas demonstraram que tanto
o Oleo essencial como os extratos bruto apresentaram CIM muito elevadas para os micro-
organismos do estudo, exceto o 6leo essencial frente a S. aureus, que apresentou uma CIM
baixa. Apesar de obter resultados de CIM com valores muito variados de um micro-
organismo para outro, ndo hd uma classificagcdo consensual sobre os valores de CIM, na
literatura. Aligiannis e colaboradores (2001) apresentaram a seguinte classificagao: CIM até
0,5mg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL sdo inibidores moderados;

CIM acima de 1,6mg/mL sdo inibidores fracos. Enquanto Webster e colaboradores (2008)
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estipularam um valor de CIM satisfatério entre Img/mL ou menos. Caracterizando em base
nas duas classifica¢des, apenas o 6leo essencial de S. molle é inibidor moderado/satisfatério
com CIM = 0,562mg/mL para S. aureus. Adicionalmente, todos os outros resultados de CIM
se enquadram abaixo de inibidores fracos ou ndo satisfatérios (com CIM < 1mg/mL)
(ALIGIANNIS et al., 2001; WEBSTER et al., 2008; ROZATTO, 2012).

A metodologia de microdiluicdo € bastante utilizada na determinagdo da atividade
antimicrobiana. E uma técnica sensivel, de elevado rendimento, o que pode proporcionar a
andlise de pequenas amostragens, sendo esta uma das principais vantagens da sua utiliza¢do
quando se refere a amostras de fontes vegetais. Com a possibilidade de avaliar mais de uma
amostra e com diversidade de micro-organismos em um mesmo teste de ensaio.
Somatoriamente, produz resultados quantitativos e a concentrac¢do inibitoria minima (CIM)
dos produtos analisados em estudo (ROZATTO, 2012; SALAZAR-ARANDA et al., 2009;
PALOMBO, 2011).

A atividade antimicrobiana obtida por meio dos 6leos essenciais pode ser apresentada
de trés maneiras: quando ha interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular da
bactéria, pelo aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares, e por alteracao
de uma variedade de sistemas enzimdticos como os envolvidos na produgdo de energia celular
e sintese de componentes estruturais ou destrui¢io do material genético (ZACARAO, 2013).

A busca pela explicacdo do efeito antimicrobiano de S. molle ser satisfatério apenas
frente a acdo de um micro-organismo, baseia-se no estudo de Zacarao e Piletti (2013), em que
foi avaliado o potencial de OE de pimenta rosa (Schinus molle) frente a linhagens de S. aureus
e Escherichia coli, onde pode comparar os efeitos do 6leo essencial e concluiu que S. aureus
demonstrou maior susceptibilidade, enquanto para inibir o crescimento de E. coli necessitou-
se de concentragdes maiores. Uma explicacdo plausivel para este comportamento pode ser as
diferencas na estrutura da parede bacteriana das bactérias gram-positivas (auséncia de
lipopolissacarideo) e das bactérias gram-negativas (presenca de lipopolissacarideos), como
consequéncia bactérias gram-negativas apresentam maior resisténcia a acdo de agentes
antimicrobianos devido a sua membrana que forma uma barreira contra as macromoléculas
hidrofébicas presentes em alguns dleos essenciais e antibidticos. Resultados semelhantes ja
foram descritos para este mesmo 6leo essencial com outros micro-organismos (KALEMBA,
2003).

E vilido, no entanto, que mais estudos sejam explorados e que dé continuidade com

esta espécie vegetal partindo-se de outros métodos de extracdo e/ou o emprego de outros
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solventes para obter amostras com outros componentes quimicos ou em concentragdes
distintas dos extratos utilizados neste estudo.

Neste estudo foi realizado os ensaios de Time-Kill do 6leo essencial e dos extratos
bruto da folha e do fruto diluidos para as cepas ATCC de S. aureus e B. cereus, em duplicata.
O resultado geral nao foi significativo, pois ndo foi obtida a inibi¢ao completa do crescimento
de ambos micro-organismos durante o periodo de 24 horas. Entretanto pode-se observar pelas
figuras (6 a 8) que apenas para S. aureus observou-se um pequeno decréscimo no nimero de
UFC's durante os intervalos de 4 e 8 horas com todos as amostras testadas e posteriormente
elevado crescimento microbiano. Para as cepas de B. cereus observa-se que para qualquer que
seja composto em teste, na maioria dos tempos de amostragem, ndo se percebe inibi¢ao algum
no crescimento microbiano.

Efeitos sinérgicos com drogas antimicrobianas e compostos naturais ja foram
descritos, ou seja, os compostos tiveram sua atividade potencializada com antibidticos
convencionais, e em seguida seus resultados sdo comparados com os testes realizados com as
substancias isoladamente (MITCHELL et al., 2012; KUMAR et al., 2012; ROZATTO, 2012).

Outros estudos com S. molle comprovaram que a casca tem propriedades depurativas
usada contra infec¢des uterinas em geral, sendo muito usada no tratamento de diarreias e nas
hemoptises (DOS SANTOS et al., 2007). Do seu o chd, tem-se efeito contra reumatismo e
infec¢des bacterianas como edema do tipo erisipela. Os ramos sdo empregados no tratamento
de doencas respiratorias e doencas das vias urindrias, enquanto as folhas t€ém propriedades
balsdmicas destacadas na forma de infus@o, banhos tonicos e locdes no tratamento de ulceras,
erupcoes e feridas (BARROSO et al., 2009; TORRES et al., 2016). Dos foliolos obtém-se
substancias cicatrizantes, os frutos, possuem propriedades diuréticas. Em tese todas as partes
dessa espécie possuem fins medicinais (TORRES ez al., 2016).

O crescente interesse em investigar e caracterizar compostos de origem vegetal e suas
atividades bioldgicas sdo justificadas pela ampla diversidade de principios ativos presentes
nas plantas que podem ser auxiliadas para tratar infeccdes cronicas bem como doencas
infecciosas, aumento da resisténcia microbiana aos medicamentos, presenca de efeitos
adversos nas drogas sintéticas, garantia de seguranca e eficicia com menor efeito colateral de
medicamentos fitoterdpicos, o custo reduzido e o aumento de doencas emergentes

(ALBERNAZ et al., 2010; SILVA et al., 2012; ROZATTO, 2012) .
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demonstrou que ndo houve atividade antimicrobiana de S. molle,
através da metodologia de Time-Kill, contra as cepas ATCC de S. aureus e B. cereus. No
entanto, na literatura h4 estudos que comprovem a eficiéncia da atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Schinus molle contra bactérias Gram-negativas, além de apresentarem
menores concentracdes inibitérias minimas.

Os efeitos do 6leo essencial de S. molle também podem ser observados quando
atuam como aditivo alimentar, pois em estudos com objetivo de controlar o desenvolvimento
de micro-organismos em queijo Minas Frescal, que este 6leo se mostrou uma alternativa
tecnologicamente vidvel para utilizacdo das propriedades antimicrobianas e notou-se que O
Oleo essencial pode ser um diferencial positivo no sabor de alguns produtos tradicionais.
Além disto, o queijo Minas Frescal adicionado de 6leo essencial de S. molle foi um produto
inovador com caracteristicas sensoriais aprovadas pelos julgadores.

Outros métodos de extracdo de Oleo essencial e extratos bruto devem ser
investigados com o objetivo de se comparar a composi¢do do composto obtido e o rendimento
de extracdo. A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando apenas S. aureus e B. cereus,
dessa forma novos estudos devem ser conduzidos a fim de se verificar o comportamento deste
6leo essencial com outros micro-organismos.

Mais estudos, também, s3o necessarios para avaliar o potencial sinérgico destes
compostos em associacdo com antibidticos comerciais, visando a obtencdo de um novo

fitoterdpico ou mesmo um medicamento sintético produzido a partir de seus compostos.
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