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RESUMO

A Piper obliquum (Piperaceae) é conhecida como Anis do Oriente devido ao seu
aroma marcante. A espécie tem seu uso disseminado na medicina tradicional na
Guiana e Equador, aplicada como analgésico e antiartritico. No Brasil, a espécie
pode ser encontrada na ESEC-Cunia, Porto Velho, Rondbnia. Estudos relacionados
a esta espécie sdo ainda incipientes e com a presente pesquisa pretendeu-se
comprovar a atividade antimicrobiana da planta com o teste de difusdo em &gar para
0 Oleo essencial, extrato etandlico, fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
acetona, frente aos microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Candida sp. O 6leo essencial foi testado nas concentracdes
de 50, 25 e 10 mg-mL™*, demonstrando atividade antimicrobiana nas duas primeiras
concentracdes frente a S. aureus com halos de 17 e 9 mm e frente a MRSA com a
formacdo de halo de 11 mm na concentracdo de 50 mg-mL™. Para o extrato
etandlico, fracdo hexano e fracdo acetato de etila, houve a formacdo de halos de
inibicdo de 12 mm, 7 mm e 11 mm, respectivamente, frente a S. aureus. Para a
MRSA houve a formacao de halos de 10 mm na presenca do extrato etandlico e 12
mm para a fracdo acetato de etila. Com os dados obtidos seguiu-se para o teste de
microdiluicdo em meio liquido para a observacao da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) e calculo do ICsq para o extrato etanodlico e fracdes, resultando em CIM que
variaram de 0,125 e 2,0 mg-mL™ frente & S. aureus e CIM de 0,062 e 0,5 mg-mL*
frente a MRSA. Os valores de ICso demonstraram acao relevante da fracdo acetato
de etila, corroborando com os resultados de viabilidade celular para a mesma fragéo.
Os resultados obtidos sugerem atividade antimicrobiana da P. obliquum, indicando
um caminho promissor em estudos futuros na area fitoquimica para a elucidacéo e o
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Piper obliguum; atividade antimicrobiana; ESEC-Cunia.



ABSTRACT

Piper obliqguum (Piperaceae) is known as Anise of the East due to of its striking
scent. The species has its widespread use in traditional medicine in Guyana and
Ecuador, applied as analgesic and antiarthritic. In Brazil, the species can be found in
ESEC-Cunig, in Porto Velho, Rondonia. The studies related to this species are still
incipient and the present research was aimed at proving the antimicrobial activity of
the plant with the agar diffusion test for essential oil, ethanolic extract, hexane,
chloroform, ethyl acetate and acetone fractions against the Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus methicillin resistant (SAMR), Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Candida sp. microorganism. The
essential oil was tested in the 50, 25 and 10 mg.mL™ concentrations, demonstrating
antimicrobial activity in the first two concentrations against S. aureus with 17 and 9
mm halos and against MRSA was observed the halo formation of 11 mm in the 50
mg.mL™ concentration. For the ethanolic extract, hexane and ethyl acetate fractions,
were formed the inhibition halos of 12 mm, 7 mm and 11 mm, respectively, against S.
aureus. For MRSA, 10 mm halos were formed in the presence of the ethanolic
extract and 12 mm for the ethyl acetate fraction. Based on the result, the
microdilution test was carried out in a liquid medium for the observation of the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and ICsq calculation for the ethanolic extract
and fractions, resulting in MICs ranging from 0.125 to 2.0 mg.mL™ against S. aureus
and MIC of 0.062 and mg-mL™ against MRSA. The IC 50 values showed significant
action of the ethyl acetate fraction, corroborating with the results of cell viability for
the same fraction. The results obtained suggest the antimicrobial activity of P.
obliquum, indicating a promising path in future studies in the phytochemical area for
the elucidation and development of new drugs.

Keywords: Piper obliguum; antimicrobial activity; ESEC-Cunia.
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INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida humana desde seus primérdios. O homem
primitivo dependia fundamentalmente da natureza para manter-se vivo, utilizando as
plantas para tratar doencas, além de usa-las como alimento, vestuario, habitacéo,
defesa contra predadores e apresentacdes culturais (ALMEIDA, 2011; SCHENKEL
et al, 2010).

A descoberta do potencial curativo das plantas pelos povos primitivos, bem
como pelos indigenas, foi fundamental para o desenvolvimento de pesquisas em
produtos naturais, pois 0 aprendizado desses diferentes grupos étnicos contribuiu
para o entendimento da relacdo entre o potencial curativo das plantas e as
estruturas quimicas responsaveis por estas acées (VIEGAS JUNIOR et al, 2006).

Certamente, sem o auxilio desses conhecimentos passados por geracoes, as
pesquisas a respeito das atividades biolégicas dos vegetais ndo teriam atingido o
patamar de desenvolvimento que se observamos dias atuais (VIEGAS JUNIOR et al,
2006).

Com o intuito de potencializar a eficacia desses vegetais como
medicamentos, inUmeras equipes de pesquisa vém estudando suas propriedades ao
longo dos anos, com a finalidade de gerar produtos fitoterapicos ou fitofarmacos.

Sao varios os estudos que deram origem a medicamentos a partir de fontes
naturais, como 0os medicamentos contra cancer, bactérias, fungos, parasitas, virus
(CRAGG e NEWMAN, 2007), antitussigenos, analgésicos, antipiréticos,
antiinflamatérios, antirreumaticos, espasmoliticos, broncodilatadores; ou foram
responsaveis por grandes avancos na producdo de farmacos sintéticos como 0s
anti-histaminicos, antipsicéticos, antidepressivos e ansioliticos (VIEGAS JUNIOR et
al, 2006).

Ainda assim, com 0 progressivo avanco das pesquisas nessa area, acredita-
se que apenas 15% das espécies de plantas superiores tenham sido estudadas sob
a Gtica sistémica, quimica e farmacoldgica (SIMOES et al, 2010)

Contudo, as investigacbes do potencial medicinal das plantas ainda sao
insuficientes, mediante o grande numero de vegetais que possuem substancias
responsaveis por propriedades bioativas.

Em estudos bibliograficos preliminares a respeito do género Piper, observou-

se o0 potencial de bioatividade de suas espécies nas mais variadas areas de
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pesquisa. Especificamente sobre a espécie Piper obliguum, que possui trabalho
publicado voltado para a realizacdo de estudos sobre sua atividade antimicrobiana,
corroborando com o presente trabalho, onde se avaliou a atividade antimicrobiana
frente a espécies de microrganismos (bactéria e fungo) para extrato, fracdes e 0Oleo

essencial.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 O género Piper e a espécie Piper obliqguum

O género Piper pertence a familia botanica Piperaceae que é considerada um
“fossil vegetal” por ser uma das mais primitivas entre as Angiospermas (TAYLOR e
HICKEL, 1992). E constituida por cerca de 14 géneros, distribuida em regides
tropicais e subtropicais, composta por 1400 espécies (BARROSO, 1978). No Brasil
podem ser encontrados cinco géneros nativos: Ottonia, Peperomia, Pothomorphe,
Sarcorhachis e Piper (SOUZA e LORENZI, 2005).
Com referéncia a sua classificacdo botanica, segundo Cronquist (1981), tem-
se:
e Reino — Plantae;
e Divisdo — Magnoliophyta;
e Classe — Magnoliopsida,;
e Ordem — Piperales;

e Familia — Piperacea

No Brasil sdo encontradas cerca de 350 espécies do género Piper, podendo
se apresentar sob a forma de ervas, lianas, arbustos ou arvores, folhas assimétricas
e espigas opostas as folhas (JARAMILLO e MANOS, 2001; SOUZA e LORENZI,
2005). S&o muito utilizadas na medicina tradicional para tratar de dores, reumatismo,
artrite, micoses, infec¢des urinarias, insdnia, afeccdes da pele e cabelos, entre
outras (BASTOS et al, 1999; BLUMENTHAL e SING, 1997; SILVA et al, 2002).

Diante de seu uso e atividades biolégicas comprovadas, o estudo do género
tem sido promissor desde 1819, quando seu primeiro composto foi isolado da P.
nigrum, a piperina, um alcal6ide de acao pungente (PARMAR et al, 1997).

O interesse pelo potencial fitoterapico do género evoluiu demasiadamente e
pode ser explicado pela presenca de metabdlitos secundarios de interesse
farmacoldgico, que sédo presenca marcante no género (MARQUES, 2009). Alguns
deles com atividade anti-inflamatoéria, anti-tumorais (GUPTA et al, 2010), antifingica
(BEZERRA et al, 2008), ansiolitica (SOMMERWERK et al, 2014) e antidepressiva
(WHITEHEAD, et al 2013).
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A espécie P. obliquum, por sua vez, é caracterizada por arbustos nodosos
simples ou ramificados, com altura de até cinco metros, caule glabro e suas folhas
tém formato eliptico-ovaladas (Figura 1), presente de sete a nove nervuras de cada
lado. Suas espigas chegam a 50 cm de comprimento, com flores organizadas
anularmente em subespiral (YUNCKER, 1972).

Figura 1 — Folhas de Piper obliquum coletadas na ESEC-Cunia

(c) (d)

(a) e (b) Folha e espiga da P. obliquum colhida na ESEC-Cunia em Porto Velho-RO (Fotos:
Jussara Rojas); (c) e (d) Folhas intacta e predada (Fotos: Hélida Soleane).

Conhecida como Anis do Oriente, tem seu uso disseminado na Guiana e
Equador como analgésico e antiartritico (DEFILIPPIS et al, 2004).0s estudos a
respeito da espécie ainda sdo poucos. Em levantamento prévio, foram observadas
poucas publicacdes: sendo uma voltada para o isolamento de seus metabdlitos
secundarios e outras duas para a elucidacdo dos compostos de seu 6leo essencial,
das quais duas tiveram atividades bioldgicas testadas.

Em sua pesquisa, Valdivia et al (2008), isolou compostos inéditos a partir das

inflorescéncias e das folhas da P. obliguum colhida no Valle Del Sacta, em
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Cochabamba, Bolivia, os alquenil-fendis, denominados obliquol A e obliquol B (Fig.
2), demonstrando atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana semelhante a
ampicilina. Guerrini et al (2009) elucidou os compostos constituintes do Oleo
essencial da espécie colhida no Equador, sem comprovacdo de atividade bioldgica.
Os estudos de Mundina et al (1998), com a espécie colhida no Parque Nacional de
Altos de Campana no Panam@, também elucidaram a composi¢ao do 6leo essencial,

nao realizando testes bioldgicos.

Figura 2: Substancias isoladas da P. obliquum

Z

HO R=H Obliquol A
R=

1
R 2 OH Obliquol B

Fonte: VALDIVIA et al (2008).

A P. obliguum, colhida na ESEC-Cuni, localizada em Porto Velho, Rondonia,
estudada por MARTAO (2013), em trabalho ainda ndo publicado, apresentou
atividade antioxidante expressiva para o extrato etandlico e todas as fracdes
analisadas, exceto para a fracdo cloroférmica, apresentando resultados semelhantes
ao ECsp da Ginkgo biloba. AlZZO (2013) observou a composicdo do 6leo essencial,
com a finalidade de identificar a variacdo da classe de substancias produzidas ao
longo do ciclo sazonal, demonstrando que o ciclo climatico interfere na producéo
destes.

Até o presente momento ndo se tem conhecimento a respeito de trabalhos
publicados com a espécie coletada em Ronddnia. Contudo, faz-se necessario seu
estudo quimico e comprovacao de atividades farmacoldgicas, a fim de auxiliar em

pesquisas subsequentes (AlZZO, 2013).
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1.2 Microrganismos e suas caracteristicas
1.2.1 Candida spp.

O género Candida, familia Saccharomycetidae, é constituido por cerca de 200
espécies diferentes de leveduras (SCHULZE e SONNENBORN, 2009), faz parte da
microbiota natural humana, sendo encontrada com frequéncia em mucosas e na
pele e qualquer desequilibrio na imunidade do individuo pode torna-lo patogénico,
sendo as infec¢des geniturinarias as mais frequentes (KOEHLER et al, 20016).

Varias espécies de Candida aparecem como importantes patdégenos
oportunistas, sendo a Candida albicans a de maior prevaléncia em isolados clinicos,
porém, outras espécies também possuem importancia médica como a C. glabrata e
C. parapsilosis (FOOGLADDA et al, 2002; KOEHLER et al, 20016).

Frequentemente, as infec¢cdes geradas por fungos, séo dificeis de tratar
devido a aquisicdo de resisténcia aos antifungicos por parte de seus agentes
etioldgicos, acometendo pacientes expostos a fatores de risco (ARAUJO et al,
2004). Entretanto, infeccbes em individuos saudaveis também tém sido
documentadas, manifestando-se em diferentes regides anatdbmicas, a exemplo das
mulheres que adquirem a candidiase vaginal (DIGNANI et al, 2003).

Da mesma forma, o género também é responsavel por infecgdes sistémicas
em pacientes portadores de doencas degenerativas ou neoplasicas, como resultado
de disseminacdo hematogénica da levedura pelo organismo, podendo comprometer
inumeras visceras (DIGNANI et al, 2003).

1.2.2 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae, pertence a familia Enterobacteriaceae que, por sua
vez, € composta por cerca de 30 géneros e 130 espécies de bacilos gram-negativos
(FARMER et al, 1985). Serratia, Hafnia, Enterobacter e Klebsiella s&o os principais
géneros desta familia (ROOLINS e JOSEPH, 2000).

O género Klebsiella estda amplamente distribuido na natureza (agua, solo,
alimentos, residuos organicos) e, no homem, coloniza a pele (IBANEZ et al, 2010).
Suas espécies sao conhecidas como bactérias entéricas, pois seu habitat principal é

o trato intestinal inferior de alguns vertebrados e invertebrados. Através de seu
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sequenciamento genético identificou-se as espécies K.terrigena, K. oxytoca, K.
mobilis, K. planticola e, K. pneumoniae (PODSCHUN e ULLMANN, 1998).

A espécie Klebsiella pneumoniae é uma gram-negativa e se apresenta na
forma de bastonetes aerobios facultativos, iméveis, com formacdo de colbnias
grandes, ndo esporulados, com diametros que variam entre 0,3 e 1 um (MARTINEZ
et al, 2004) (Fig. 3).

Figura 3 — Klebsiella pneumoniae vista ao microscépio eletrénico e cultivo em placa
de Petri

(@)

(a) Eletromicrografia de K. Pneumoniae (Fonte: ATC, Gallery); (b) Isolado de K. pneumoniae
em agar MacConkey (Fonte: SANTOS, 2007).

A K. pneumoniae é um patégeno oportunista, podendo ser transportado por
seus hospedeiros de forma assintomatica na pele, nariz, intestino e garganta,
mesmo em individuos saudaveis. Em pacientes hospitalizados pode causar
pneumonia, infeccbes do trato urinario e feridas no tecido mole; e inUmeras
infeccbes graves adquiridas pela comunidade, incluindo abscessos hepaticos
piogénicos, endoftalmite, pneumonia e meningite. Sao particularmente um problema
entre idosos, recém-nascidos e pessoas imunocomprometidas (SHON, BAJWA e
RUSSO, 2013).

A espécie € uma das responséaveis por infecgcdes em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs), demonstrando resisténcia a diversos medicamentos (MENEZES et
al, 2007; MOURA et al, 2007). E um patégeno responsavel por surtos de infec¢des
hospitalares e sua resisténcia progressiva aos antibioticos tem sido preocupante
desde a década de 80, quando se identificou a K. pneumoniae produtora de beta-

lactamase de espectro estendido (ESBL), gerando resisténcia a todas as
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cefalosporinas (BLACK, BONTEN e WEINSTEIN, 2004) e muitas outras classes de
farmacos, incluindo os carbapenémicos, conhecidos por sua capacidade de penetrar
nas bactérias e por sua estabilidade diante da ESBL (STURENBURG e MACK,
2003).

1.2.3 Escherichia coli

O género Escherichia, semelhantemente ao género Klebsiella, esta inserido
na familia Enterobacteriaceae, composto por seis espécies: Escherichia albertii, E.
blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E. vulnerise e E. coli (SOUSA e PEIXE, 2000).

E uma gram-negativa, em forma de bastonetes (extremidades arredondadas),
mede cerca de 1,1 e 1,5 mm de diametro e 2 a 6 mm de comprimento, aerdbia
facultativa, ndo esporulada, pode ser imével ou mével contendo multiplos flagelos
peritriquiais (distribuidos por toda a célula) (FERREIRA E SOUSA, 2000) (Fig.4).

Figura 4: Escherichia coli vista ao microscoépio eletrénico e cultivo em placa de Petri.

(a) E. coli em uma folha de alface (estdmatos); (b) Coldnias de E. coli cultivadas em agar
sangue dezoito horas apos a incubagéo (Fonte: Gettyimages).

Sua distincdo em relacdo aos demais microrganismos se da pela capacidade
em gerar enfermidades por conta de sua informagdo genética relacionada a
producdo de toxinas, destruicdo de tecidos, interferéncia no metabolismo da célula,
capacidade de adeséo e invasado de células hospedeiras (FAO, 2017).

A Escherichia coli integra a flora intestinal humana poucas horas ap6s o
nascimento e € considerada um microrganismo comensal inofensivo da flora normal,
existindo cepas que podem ser patogénicas e gerar doencas como a diarreia
(CAMPOS e TRABULSI, 2002).
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Os quadros diarréicos provocados pelo microrganismo podem se apresentar
de inUmeras maneiras, desde uma diarreia aguda aquosa até um quadro mais grave
com sangramentos intestinais, acompanhados de febre e vomito. A manifestacdo de
sintomas diversificados é devido a presenca de mecanismos de patogenicidade em
suas cepas, sendo possivel classificar as estirpes de E. coli diarreiogénicas (DEC)
em seis grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica,
conhecida também como produtoras de toxina Vero ou toxina semelhante a Shiga
(EHEC/STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC) e aderéncia difusa (DAEC), porém, esta Ultima nao
esta claramente definida (ANGELES, 2002).

Além dos patétipos de E. coli de origem intestinal, relacionados diretamente
com as contaminacfes alimentares, o microrganismo € responsavel por infeccées
extra-intestinais (EXPEC), como a E. coli uropatogénica (UPEC), associadas as
infeccbes do trato urinario (ITUs) e E. coli relacionada a meningite/sepse
(MNEC/SEPEC) (RUSSO e JOHSON, 2000).

As ITUs figuram como uma das infeccdes mais comuns do ser humano
(VALIQUETTE, 2001), sendo a E. coli o microrganismo invasor mais frequente
(SATO et al, 2005).

A E. coli associada a MNEC é a principal causa de meningite por gram-
negativa em neonatos. A MNEC age deslocando-se do sangue para o0 sistema
nervoso central resultando na inflamacdo das meninges (KAPER, NATARO e
MOBLEY 2004). Em uma estimativa de 70 mil internagbes anuais, pelo menos um
terco jA chega com septicemia ou vai adquiri-la dentro do ambiente hospitalar
(ANANIAS, 2006).

1.2.4 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa, uma gram-negativa, pertencente a familia
Pseudomonadaceae, constitui-se em uma bactéria em forma de bastonete
(PALLERONI et al, 1973), isoladas ou aos pares, sdo movidas por flagelos polares
(TRABULSI et al, 1999), habitam em ambientes variados como solo, pantanos, costa
marinha e tecidos animais (HARDALO e EDBERG, 1997) (Fig. 5).
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Figura 5: Pseudomonas aeruginosa vista ao microscopio eletrénico e cultivo em

placa de Petri

= =

(a) P. aeruginosa vista ao microscépio eletrénico de varredura colorido em epitélio nasal
humano (Fonte: Juergen Berger/Science Photo Library); (b) Colénias de P. aeruginosa
mostrando a cor verde caracteristica (Fonte: Gloria Delisle/Microbe Biblioteca).

Mutluoglu e Uzun (2011) referem-se ao microrganismo como possuidor de um
cheiro adocicado e uma das gram-negativas mais prevalentes isoladas de feridas
diabéticas dos pés.

Esta espécie faz parte da microbiota normal do homem, sendo encontrada na
garganta, pele e fezes sem causar-lhe danos, porém, por serem oportunistas,
podem provocar doencas em individuos imunocomprometidos (MURRAY,
KOBAYASHI e THOMPSON, 2000) oferecendo risco de infec¢do a pacientes vitimas
de queimaduras, além de ser responsavel por infeccdes do trato urinario e pulmdes
(BODEY et al, 1983).

A P. aeruginosa pode causar infeccbes nosocomiais graves, com elevada
mortalidade (PELLEGRINO et al, 2002). E uma espécie frequentemente envolvida
em infec¢cdes hospitalares, e se posiciona entre as principais causadoras destas
infeccdes, perdendo somente para S. aureus e S. coagulase negativo (SADER et al,
2001).

Para Tortora et al (2002), algumas cepas de P. aeruginosa, através de
mutacdes e selecdo natural, devido ao uso em excesso de antibidticos, tornaram-se
capazes de produzir betalactamases potentes, gerando grande preocupa¢ao quanto
aos pacientes hospitalizados.

A espécie € responsavel por doencas cronicas das vias aéreas, sendo uma

das principais causas de morbidade em pessoas com fibrose cistica ou doenca
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pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (ALBUQUERQUE et al, 2016). Além disso, a
espécie € a principal causadora de pneumonia em pacientes hospitalizados

submetidos a ventilacdo mecéanica (RELLO et al, 2009).

1.2.5 Staphylococcus aureus

Conjuntamente as infeccfes comunitarias e hospitalares dos microrganismos
gram-negativos, inserem-se neste contexto as infeccbes provocadas pelas gram-
positivas, como a bactéria Staphylococcus aureus, que € uma bactéria esférica do
grupo dos coccus (SANTOS et al, 2007).

Pertencente a familia Micrococcae, o género Staphylococcus geralmente faz
parte da microbiota da pele normal do homem. A espécie desperta muito interesse
na area da saude por estar presente com frequéncia em diversas infeccoes,
podendo apresentar-se de forma sistémica ou localizada, desde uma simples
infeccdo como um furdnculo, espinhas e impetigo, até mais graves, como
endocardite, pneumonia, meningite, sindrome da pele escaldada (necrose
epidérmica toxica), sindrome do choque téxico, septicemia, entre outras (Fig. 6)
(CASSETTARI et al, 2005; SANTOS et al, 2007).

Figura 6: Staphylococcus aureus visto ao microscopio e manifestacdo de infeccéo

gerada pelo microrganismo

(b)

(@) Imagem em microscopio eletrébnico de colbnias de bactérias Staphylococcus aureus
(Fonte: Martin Oeggerli/NationalGeographic); (b) Manifestacdes cutédneas da sindrome da
pele escaldada (esquerda) e impetigo (direita) (Fonte: SANTOS et al, 2007).
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A contaminacdo por S. aureus pode ocorrer através da alimentacdo, como em
queijos (LOWY, 1998; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2000), leite (ARCURI et
al, 2006; BRITO et al, 1999) e até produtos de confeitaria (PERESI et al, 2004).

Além de causar intoxicacdes alimentares, a espécie € agente causadora de
osteomielite, endocardite e pneumonia (BOUCHER et al, 2010). Além de produzir
diversas toxinas €& também um exemplo consolidado de microrganismo
multirresistente em ambiente hospitalar (BOUCHER e COREY, 2008). Em UTls e
bercarios é comum o isolamento em pacientes colonizados. Pacientes
imunocomprometidos que fazem dialise, portadores de HIV, diabéticos e queimados,
sofrem riscos de infeccdo pelo microrganismo, uma vez que pode gerar diversos
processos infecciosos (CARVALHO et al, 2005).

S. aureus expressa diversos fatores de viruléncia, incluindo proteinas de
superficies que se ligam de forma covalente aos peptideoglicanos, criando uma
adesdo a parede da bactéria a matriz extracelular, a superficies de biomateriais e
células hospedeiras (FOSTER et al, 2014) e, da mesma forma que tantas outras
bactérias, tem a capacidade de desenvolver resisténcias a diversos antibidticos,

incluindo as beta-lactamas e glicopeptideos (REHM e TICE, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana da Piper obliguum Ruiz &Pavon frente a

microrganismos geradores de patogenias em seres humanos.

2.2 Especificos

e Obter o extrato etandlico (EEPO) e as fracdes dos talos e folhas da espécie
em estudo;

e Submeter o EEPO, fracdes e 6leo essencial a testes de difusdo em agar para
as espécies bacterianas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebisiela pneumoniae;

e Submeter o EEPO, fracdes e 6leo essencial a testes de difusdo em agar para
a espécie fangica: Candida sp.;

o Efetuar testes de microdiluicdo em placa para a obtencdo da concentracdo
inibitoria minima (CIM) e 1Csq (Inhibitory Concentration 50%) para as amostras
com atividade antimicrobiana comprovada em teste de difusdo em agar,

realizados previamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de coleta (Adaptado de Aizzo, 2013)

A Piper obliquum Ruiz & Pavon foi coletada na area de estudo que faz parte
da Estacdo Ecoldgica do Cunid (ESEC Cunid), cuja unidade de conservacédo foi
criada pelo Decreto Federal de 27 de setembro de 2011. Localizada no municipio de
Porto Velho, abrange uma éarea de 125.849,23 hectares, dividida em duas areas
adjuntas, a Resex Cunia: areas | e Il. O acesso pode ser realizado por via fluvial ou
por terra firme (PPBIO, 2012).

A area do presente estudo esta localizada ao lado oeste da unidade com
acesso pela BR 319, a 120 km da capital rondoniense, sentido Porto Velho (RO) —
Humaitd (AM). Os espécimes coletados estdo localizados na linha LO4 3550, com
as seguintes coordenadas geograficas: S08°05'49,435“W063°27°44,696”,
representado pelo circulo em vermelho na figura 7.

Para a coleta dos espécimes foi anotado o niumero e metragem do piguete
onde se encontrava a populagdo. O material botanico para a obtencdo do extrato,
fracbes e Oleo essencial foi coletado e acondicionado em saco plastico preto, e
transportados posteriormente em uma caixa de isopor com gelo seco até o
Laboratério de Fitoguimica da Universidade Federal de Rondénia (LABFITO - UNIR).

O material testemunho foi obtido por Aizzo, J.R.S. 133, em 2012 e depositado
no Herbario Rondoniense (RON) sob o n°® RON 4696. A exsicata foi herborizada
segundo a metodologia de Martins-da-Silva (2002). Foi enviada uma duplicata do
espécime para o herbario (RB) do Instituto de Pesquisa Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, a fim de proceder a identificacdo botanica pela especialista da familia

Piperaceae, Dra. Elsie Franklin Guimaraes.
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Figura 7: Mapa da Estagédo Ecologica do Cunid, localizada no municipio de Porto
Velho — RO.

.....

LOCALIZAGAO DA FOLHA NO ESTADO DE RONDONIA
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(a)

(c)

Localizacdo da Estacdo Ecoldgica do Cunia: (a) Mapa de Rondbnia, com destaque para o
municipio de Porto Velho; (b) Area de estudo do PPBio (Programa de Pesquisa em
Biodiversidade); (c)Ponto de amostragem da coleta da planta (circulo em vermelho) (Fonte:
http://ppbio.inpa.gov.br/sitios/cunia)

3.2 Obtencéo do 6leo essencial, extrato etandlico e fracoes.

Foi realizada a extracdo do 0leo essencial, por hidrodestilagdo em extrator de
Clevenger e o 6leo essencial obtido foi conservado em congelador para evitar a
perda de material por volatilizacdo e envolto em papel aluminio, evitando seu
contato com a luz.

O extrato etandlico da P. obliguum (EEPO) foi preparado com as folhas e
talos (1,78 kg). O material vegetal foi submetido a secagem em estufa a 40 °C e

posteriormente colocado em contato com etanol (EtOH) 95% PA por 7 dias, com


http://ppbio.inpa.gov.br/sitios/cunia

30

agitacdo ocasional. Apés filtracdo deste material, o solvente foi evaporado em
evaporador rotativo (marca Fisaton). Este procedimento foi repetido por mais uma
vez resultando em 56,61g de extrato etandlico. Uma parte do extrato foi reservada
para a realizacdo dos testes antimicrobianos e 20,00 g deste foi submetido a coluna
cromatografica em Silica gel 60, 230-400 mesh (marca Vetec) para obtencdo das
fracdes em ordem crescente de polaridade: Hexano (FHex), cloroférmio (FCHCls),
acetato de etila (FEtOAC) e acetona (FAcet) (Fig. 8). Apds obtencdo do extrato e
fracOes, o solvente de cada um deles foi evaporado e os produtos foram reservados
para posterior realizagéo dos testes antimicrobianos.

Ressalta-se que as folhas e talos da P. obliquum, utilizadas na atual pesquisa,
foram coletadas em agosto de 2012, quando foi preparado o extrato etandlico e
extraido o Oleo essencial, ficando armazenados sob refrigeracdo constante até o

momento de sua utilizac&o.

Figura 8: Coluna filtrante de silica gel do extrato etandlico da P. obliquum

(a) Coluna filtrante no inicio da cromatografia; (b) Eluicdo com hexano; (c) Eluicdo com
acetato de etila; (d) Final da cromatografia ap0s todas as elui¢cdes (Fotos: Hélida Soleane).
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A figura 9 demonstra o esquema de obtencdo do EEPO (extrato etandlico da
Piper obliquum) e das fracdes (FHex, FCHCI3;, FEtOAc e FAcet) e realizacdo dos
testes antimicrobianos.

Figura 9: Esquema do desenvolvimento da pesquisa

Piper obliquum

Extracédo do 6leo essencial

(Folhas e talos)

por hidrodestilacédo

Secagem do material
vegetal (40 °C)
(EtOH 95% -7 dias)

Teste de difusdo em agar

Obtencédo do EEPO

Teste de difusdo em agar

Coluna cromatografica em

Teste de Microdiluicéo

Silica gel 60 em meio liquido
Fracao Fracao Fracao Fragao
Hex CHCl; EtOACc Acet.

Teste de difusdo em &gar

Teste de Microdiluicéo
em meio liquido
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3.3 Testes antimicrobianos

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia
do CEPEM (Centro de Pesquisa em Medicina Tropical), seguindo os POPs -
Procedimento Operacional Padréo para Antibiograma com Produtos Naturais e o
Procedimento Operacional Padrdao para Ensaios de Microdiluigdo em Meio de
Cultura Liquido com produtos Naturais sobre Bactérias. Ambos os POPs seguem 0s
protocolos do CLSI (2008) com modificacdes sugeridas por Cursino et al (2011) e
Pieri et al (2010).

3.3.1 Testes de difusdo em &gar para o extrato etandlico, fracdes e 6leo essencial.

Para o teste de difusdo em &gar foram utilizadas as seguintes cepas padréo:
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
25922) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883). Incluiu-se no teste a espécie flngica
Candida sp. (ATCC 14053) (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécies microbianas utilizadas no teste de difusédo em agar

Amostras da Bactérias Bactérias Fungo
P. obliquum gram-positivas gram-negativas
EEPO
S. aureus P. aeruginosa
FHex (ATCC 29213) (ATCC 27853)
FCHCI; Candida sp.
FEtOAC E. coli
FAcet S. aureus (ATCC 25922)
resistente a
meticilina (MRSA) K. pneumoniae
Oleo essencial (ATCC 13883)
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3.3.1.1 Preparacéo dos antibiogramas

Os antibiogramas, realizados em placas de Petri de 90 mm para os testes de
difusdo em agar, em duplicata, foram confeccionados em camada dupla: a camada
inferior com 10 mL de caldo &gar Mueller-Hinton (MH), acrescida de 15mL de caldo
Luria-Bertani (LB). ApOs o preparo, as placas de Petri foram deixadas em estufa
bacteriologica (marca FANEM LTDA) a 37 °C por 5 min para sua total secagem. Os
pocos, na quantidade de cinco em cada placa, foram feitos com ponteiras estéreis

de 200 pL com distancias equivalentes entre si.

3.3.1.2 Preparacdo do extrato etandlico, fracdes, o6leo essencial, controles e

in6culos.

- Extrato etandlico e fracdes
O EEPO da P. obliquum e as fracdes tiveram solubilizacbes testadas
previamente. Observando-se que todas eram soluveis em etanol PA, foram pesadas

e diluidas para uma concentracdo de 10 mg.mL™.

- Oleo essencial
O dleo essencial (OE) foi pesado e diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) para a

obtenc&o das concentracées de 10, 25 e 50 mg.mL™.

- Controles
Como controle positivo (C+) utilizou-se o antibidtico Cloranfenicol, diluido em
agua para injecdo a concentracdo de 10 mg.mL™ e, como controle negativo (C-)

etanol para o extrato etandlico e fracdes e DMSO para o 6leo essencial.

- Inéculos

O crescimento bacteriano foi realizado em tubos de ensaio com meio LB e
incubados “overnight” a 37°C em agitacdo constante para a obtengdo de uma
turvacdo comparada ao padrdo 0,5 de MacFarland (aproximadamente 1,5x10%
UFC/mL). Antes de ser inoculado na placa foi diluido para se chegar a uma

concentracdo de aproximadamente 5x10° UFC.mL™.
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3.3.1.3 Aplicacéo do indculo e das amostras no antibiograma

Com um swab estéril, 0 inéculo foi aplicado na placa em toda a superficie do
agar em quatro direcdes, com um giro de 60° cada vez, assegurando uma
distribuicdo uniforme. Para finalizar, o swab foi passado nas bordas da placa,
deixadas entreabertas por 15 min a temperatura ambiente para que o inéculo fosse
absorvido pelo meio.

Com o auxilio de um micropipetador, as solu¢bes contendo as amostras
(EEPO, fracbes e Oleo essencial) e os controles, foram aplicadas em seus
respectivos po¢os na quantidade de 40 pL cada. Apés a aplicacao das solugbes dos
produtos naturais, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica (marca
FANEM) a 37°C por 24 horas. Os halos formados foram medidos com halémetro e

as placas fotografadas para arquivamento.
3.3.2 Teste de microdiluicdo em meio liquido

O teste de microdiluicdo em meio liquido foi realizado em duplicata com trés
repeticdes com intervalos de sete dias entre elas e somente para as amostras que
tiveram atividade antimicrobiana comprovada no teste de difusdo em A&gar,
ressaltando ainda que o 6leo essencial ndo teve sua atividade submetida a este

teste.
3.3.2.1 Preparo do extrato etandlico, frages, controles, corante indicador e inéculos.

- Extrato etandlico e fracdes
As amostras de produtos naturais foram diluidas em etanol para se chegar a
uma concentracdo inicial de 2 mg.mL™ em placa, foram “vortequizadas” e filtradas

em filtro microbiolégico com poros de 0,22um.

- Controles

Para o controle positivo usou-se o Cloranfenicol diluido em alcool para uma
concentracdo inicial de 2 mg.mL™ em placa, filtrado em filtro microbiolégico com
poros de 0,22um. Como controle de esterilidade da placa usou-se o caldo LB. Para o

controle de viabilidade celular, utilizou-se in6culo em caldo LB.
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- Inéculo
O in6culo ajustado a escala 0,5 de MacFarland foi diluido antes de ser
inserido na placa de 96 pocos para se chegar a uma concentracdo de

aproximadamente 5x10° UFC/mL em cada orificio.

- Corante indicador de crescimento
Como corante indicador de crescimento bacteriano, usou-se a resazurina,
sendo preparado em agua destilada a concentracdo de 0,01%, filtrado em filtro

microbiolégico com poros de 0,22um.

3.3.2.2 Preparacéao das placas de microdiluicédo

O teste de microdiluicdo em meio liquido foi realizado em placa de 96 pocos,
inicialmente foram inseridos 100 pL de caldo LB em todos eles. Nos orificios da
coluna 1 foram acrescidos 60 puL do meio e 40 pL da amostra, em duplicata (linhas A
e B). Ainda na coluna 1, linhas C e D, foi repetido o mesmo procedimento para outra
amostra; sendo o procedimento repetido para todas as demais amostras da planta,
incluindo o controle positivo (Cloranfenicol).

O conteudo dos orificios da coluna 1 (amostras e controle) foi homogeneizado
com uma micropipeta e 100 L retirados e passados para os orificios da coluna 2,
sendo novamente homogeneizado. O procedimento seguiu-se até a coluna 10 e, ao
final, os 100 pL desta ultima coluna foram retirados e descartados. Completaram-se
os orificios da coluna 1 a 10 (amostras e controle) com 60 pL de meio LB.

Na coluna 11 (linhas A-H), a de controle de viabilidade celular, foi acrescido
mais 60 pL de meio LB. Na coluna 12 (linhas A-H), controle negativo, ou de
esterilidade, foi acrescido 80 pL de meio LB. Nas colunas de 1 a 11 (linhas A-H)
foram aplicados 20 pL de in6culo.

Ao final de todo o procedimento, 20 yuL do corante resazurina foi aplicado nos
96 orificios e a placa incubada em estufa bacteriologica (marca Fanem) a
temperatura de 37°C, sendo retiradas para leitura de densidade optica (DO) em 48
horas.

Foram confeccionadas placas de controle dos extrativos vegetais e do

controle negativo (solvente) em placas separadas (Fig.10).
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Figura 10: Representacdo da placa de microdiluicdo em meio liquido para a

determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM). Cont.
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Legenda: Placa de microdiluicdo - as linhas A e B (extrato ou fracdo da P. obliquum)-verde
escuro, C e D (extrato ou fragdo da P. obliquum)-verde claro, E e F (extrato ou fracdo da P.
obliguum)-marrom, G e H (Cloranfenicol)-roxo; todas as amostras estdo nas concentracfes
seriadas: 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062, 0,031, 0,015, 0,008, 0,004 mg.mL™. Coluna 11 (linhas
A-H)-azul claro, controle de viabilidade celular (meio com bactérias) realizado para observar
0 desenvolvimento microbiano e o surgimento da cor rosa, indicando a viabilidade celular do
microrganismo. A coluna 12 (linhas A-H)-lilas caracteriza a esterilidade do meio nutritivo,
contendo apenas o0 meio LB.

A observagédo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de forma
visual, sendo definida como a menor concentracdo na qual ndo houve mudanca de

coloracao do violeta para rosa.

3.3.3 Leitura espectrofotométrica

As placas foram submetidas a leitura de absorbancia em 630 nm, em
espectrofotometro de microplacas (marca Thermo Plate). Os valores obtidos foram
analisados para a confeccdo dos graficos e calculos para se observar a atividade
antimicrobiana das amostras da P. obliquum, de acordo com ROZATTO (2012).
Todos os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e teste Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa computacional GraphPad

Prism.
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3.3.4 Célculo da viabilidade celular

A equacao descrita abaixo foi utilizada para se observar a viabilidade de cada
microrganismo sob a acdo de cada amostra da planta (extrato e fracdes) para cada

concentracéo aplicada a eles.

% Inibicdo do crescimento microbiano = [1- (Ac/Ag)] x 100

Para a formula, temos que,

A: = média das absorbancias por concentracdo de substancia testada e ja subtraida
do valor da absorbancia obtida para cada concentracdo de substancia, sem a adi¢éao
do in6culo (somente extrativos vegetais).

Ao = média das absorbéncias do controle de crescimento microbiano (sem a
substancia testada) (ROZATTO, 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Testes antimicrobianos

4.1.1 Determinagéo da atividade antimicrobiana através do teste de difusdo em agar

para o 6leo essencial da P. obliquum

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) da P.
obliquum, foi realizado o teste de difusdo em agar em concentracdes de 10, 25 e 50
mg-mL™?, diluidas em DMSO.

Analisando a figura 11 e tabela 2, onde estédo plotados os resultados obtidos
no teste de difusdo em &agar, observa-se que 0 mesmo sugere atividade
antimicrobiana com a formacdo de halos de inibicdo de 17 e 9 mm nas
concentracdes de 50 e 25 mgl-mL™, respectivamente, frente & S. aureus; e 11 mm
na concentracdo de 50 mg-mL™?, frente & MRSA. No controle positivo houve a
formacdo de halos de inibicdo que variaram de 20 a 43 mm, demonstrando a
sensibilidade das bactérias ao Cloranfenicol. Ndo houve formacdo de halo de
inibicdo para o controle negativo, revelando a inocuidade deste. O 6leo essencial da
P. obliguum ndo demonstrou atividade frente as espécies E. coli, P. aeruginosa, K.

pneumoniae ou Candida sp (Fig. 12).

Figura 11 — Teste de difusdo em agar para o 6leo essencial da P. obliquum nas

concentracdes de 10, 25 e 50 mg-mL™.
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(a) S. aureus; (b) MRSA; (c) E. coli; (d) P. aeruginosa; (e) K. pneumoniae; (f) Candida sp.
(Fotos: Hélida Soleane).

Legenda: 10, 25 e 50 (concentracdes de 10, 25 e 50 mg-mL™ de 6leo essencial em DMSO);
C+=controle positivo (Cloranfenicol na concentracdo de 10 mg-mL™); C- = controle negativo
(DMSO).

Tabela 2 - Média aritmética e desvio padrdo dos halos de inibicdo do teste de
difusdo em &gar para o 6leo essencial da P. obliquum sobre espécies bacterianas e
fungica

Média do diametro dos halos de inibicdo em mm?

Microrganismos

Concentragdes do

6leo essencial
(mg-mL™)

S.a.

MRSA

E.c.

P.a.

K.p.

50

17+1,4

1114

*

*

25

9+1,4

*

*

*

10

*

*

*

Controles

*

*

*

*

*

*

C+

40+2,8

42+2,8

20+0,0

40+0,0

39+1,4

C-

*

*

*

*

43+1,4
*

*

%= incluindo os 4 mm do poco

Legenda: S.a.=S. aureus; MRSA= S. aureus resistente a meticilina; E.c=E.coli; P.a.=P.
aeruginosa; K.p.=K. pneumoniae; C.sp.=Candida sp.; *=auséncia de halos; C+=controle
positivo (Cloranfenicol); C-=controle negativo (DMSO).
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Figura 12— Médias dos didametros dos halos de inibicdo do teste de difusdo em agar

para o 0leo essencial da P. obliquum sobre espécies bacterianas e fungica.
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Os Oleos essenciais sdo um conjunto de elementos volateis contidos em
iniumeros 6rgdos vegetais e constituem um importante grupo de matéria prima para
a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia; e nas plantas estéo relacionados a
sobrevivéncia da espécie com papel fundamental na defesa contra microrganismos
(SIQUI et al, 2000). As estruturas de conteudos oleiferos podem estar localizadas
em varias partes da planta e nas Piperaceas, em especial, ocorre em estruturas
secretoras especializadas, tais como em células parenquimaticas diferenciadas
(PESSINI et al, 2003).

Essas misturas sdo responsaveis por diversas acdes farmacologicas tais
como atividade antibacteriana, antifingica, antiprotozoarica (REBELO et al, 2012),
antioxidante, antielmintica (GAINZA et al, 2017), inseticida (SOUTO et al, 2012;
MAMOOD et al, 2017), entre outras. Segundo Bhavanani e Ballow (1992),
apresentam atividades biol6gicas que podem ser divididas, de uma forma geral, em

atividade antifingica (65%) e antibacteriana (35%).
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O Oleo essencial de diversas espécies do género Piper tem demonstrado
atividades antimicrobianas sobre os mais variados tipos de microrganismos. Oyedeji
et al (2005), pesquisando a bioatividade de P. guineense frente a bactérias gram-
positivas e gram-negativas, observaram o combate a E.coli e P. eruginosa, com a
formacéo de halos de 12 mm para ambos no teste de difusdo em disco.

Ferreira (2006) avaliou o potencial do oOleo essencial de P. renitens que
apresentou a formacdo de halos de inibicdo com média de 12 mm frente & S.
aureus. Abreu et al (2015) observaram a formacgao de halos de 8, 9, 11 e 15 mm
também para S. aureus e diametros de 10 e 13 mm frente a E. coli, e 7, 8, 9 e 13
mm frente a C. albicans, em diferentes concentracdes do 6leo essencial da P.
aduncum.

O perfil de sensibilidade da S aureus e MRSA, sob a acdo do 6leo essencial
na concentracdo de 50 mg-mL™, pode ser classificado como moderadamente
sensivel (halos entre 10 e 20 mm) de acordo com a escala definida pelo POP
(procedimento operacional) para Antibiograma com Produtos Naturais, utilizado
como protocolo para os testes; na concentracédo de 25 mg-mL™*, a MRSA pode ser
considerada de baixa sensibilidade (halos menores que 10 mm).

A composicdo do 6leo essencial é diversificada, variando entre as espécies
ou podendo até mesmo variar entre a mesma espécie dependendo das condicdes
bidticas e abidticas as quais a planta esta exposta. Na mistura, 0s compostos mais
comuns sdo hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, éteres,
ésteres, lactonas, cumarinas, furanos, acidos organicos, Oxidos, peréxidos,
compostos com enxofre, entre outros (SIMOES e SPITZER, 2010).

Ao analisar a variabilidade sazonal do 6leo essencial da P. obliquum coletada
na Estacdo Ecologica Cunid, no més de agosto de 2012, Aizzo (2013) concluiu que
a espécie havia passado por estresse devido as variacdes de temperatura e/ou
regime hidrico, teorizando que o Oleo coletado neste periodo foi sintetizado por
dupla origem biossintética, uma vez que formou, além dos terpenos, um
fenilpropandide (metil-eugenol). Neste periodo, dentre as 40 substancias
identificadas no 6leo essencial, as maiores concentracdes aconteceram no més de
agosto para os terpenos a-pineno, canfeno, (B-pineno e limoneno (Fig. 13), cujas
concentracdes variaram em todos os periodos das coletas.

Na pesquisa de Guerrine et al (2009), o safrol foi componente majoritario da

P. obliquum e o seu 6leo essencial demonstrou atividade frente a S. aureus (MIC
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>4,79 pg.mL™), K. oxytoca (MIC > 4,79 pg.mL™), P. aeruginosa (MIC 4,79 ug.mL™),
E. coli (MIC > 4,79 pg.mL™).

Figura 13: Componentes majoritarios do 6leo essencial de P. obliquum.
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A acdo antimicrobiana do oOleo essencial da P. obliquum poderia ser
justificada por sua constituigdo quimica, uma vez que seus compostos majoritarios
podem ser considerados agentes com potencial atividade biologica. Leite et al
(2007), avaliando o potencial inibitorio de a e B-pineno, comprovou a agéo de ambos
frente a S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenese S. pneumoniae. O 6leo essencial
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de P. guineense, tendo o B-pineno como substancia majoritaria € a-pineno como a
quarta substédncia mais abundante, também teve sua atividade comprovada
(OYEDEJI, 2005) sobre as espécies E. coli e P. aeruginosa, como citado
anteriormente.

O limoneno demonstrou eficacia antimicrobiana contra S. uberis, sugerindo a
possibilidade de seu uso in vivo (MONTIRONI, CARIDDI e REINOSO, 2016).
Entretanto, Burt (2004) observa que os componentes majoritarios de determinados
Oleos essenciais, quando misturados ndo apresentam atividade antimicrobiana,
porém, quando o Oleo essencial é submetido aos mesmos testes, estes demonstram
atividades promissoras, 0 que leva a concluir que pode haver uma forte relagao
entre 0sS componentes majoritarios e que 0s componentes minoritarios também
participam da acdo antimicrobiana podendo até ser cruciais para a atividade
biologica.

No presente trabalho, h& evidéncias da atividade frente a alguns
microrganismos, entretanto, ndo se pode concluir se a acdo € advinda de um
componente majoritario ou pelo conjunto de sua composicao.

Os testes antimicrobianos geralmente séo realizados seguindo-se padrdes da
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute, que € desenvolvido para avaliar a
suscetibilidade de antibioticos aos microrganismos. Porém, ao se tratar de testes
com produtos naturais derivados de plantas, a situacdo € bem diferente
(NASCIMENTO, 2007). Com os antibioticos tém-se substancias com acdes ja
conhecidas, mas nos produtos naturais existe uma gama de substancias agindo
sobre o0 microrganismo e, muitas vezes, ndo se tem conhecimento de quais
substancias sdo as responsaveis por essa acdo antimicrobiana da planta até sua
identificacao.

A forma de avaliar a suscetibilidade de um microrganismo ao produto natural
€ comparar os resultados obtidos com os controles positivos. Contudo, usar como
padrdo algo tdo diferente da amostra testada, deixa as analises mais dificeis de
serem realizadas. Para minimizar esses problemas, tornou-se comum o uso do 6leo
essencial diluido em detergentes, solventes ou emulsificadores, na tentativa de
dispersa-lo de forma mais eficiente nos meios de cultura, sejam soélidos ou liquidos
(NASCIMENTO et al, 2007; BRUNI et al, 2004).

Para o teste de difusdo em poco, optou-se em diluir o 6leo essencial da P.

obliguum em DMSO por alguns motivos, dentre eles: quantidade pequena de 6leo,
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necessitando aumentar seu volume, produzindo quantidade maior de solucéo a fim
de observar sua acdo sobre os microrganismos; facilidade de disperséo da solucao
no meio solido; incluindo ainda nesse aspecto, o fato de néo ter sido observada
suscetibilidade dos microrganismos a acdo do DMSO em trabalhos anteriores, e que
o DMSO é amplamente utilizado para diluichio de medicamentos hidro e
lipossolaveis (JACOB e TORRE, 2009).

A diluicdo do 6leo essencial com a finalidade de melhorar sua dispersao sobre
0 meio nutritivo no teste de difusdo em agar, pode ser observado no trabalho de
Santos et al (2012) que diluiu o 6leo da Piper malacophyllum em solucédo aquosa de
DMSO a 20% (v/v) no intuito de facilitar a diluicho do mesmo em placas de
microdiluicdo seriada. Oyedeji et al (2005) utilizou solugdo do 6leo essencial de P.
guineense em 10% de DMSO para a realizagdo do teste de difusdo em disco e

Santos et al (2009) diluiu o 6leo essencial de Cymbopogon citratus a 5% em DMSO.

4.1.2 Determinacéo da atividade antimicrobiana através do teste de difusdo em agar

para o extrato etandlico e fragbes da P. obliquum

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos componentes fixos da P.
obliguum, testou-se seu extrato etandlico (EEPO), fracbes hexano (FHex),
cloroférmio (FCHCI3), acetato de etila (FEtOAc) e acetona (FAcet), todas na
concentracdo de 10 mg-mL™, frente a cinco espécies bacterianas e uma fangica,

cujos resultados podem ser observados nas figura 14 e tabela 3.

Figura 14 — Teste de difusdo em agar para a P. obliguum frente a espécies

bacterianas e fungica
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Legenda: (a-1 e a-2) S. aureus; (b-1 e b-2) MRSA; (c-1 e c-2) E. coli; (d-1 e d-2) P.
aeruginosa; (e-1 e e-2) K. pneumoniae; (f-1 e f-2) Candida sp.; 1=EEPO; 2=FHex;
3=FCHCl3; 4=FEtOAc; 5=FAcet; (+)=controle positivo (Cloranfenicol); (-) = controle negativo
(EtOH);

Nota: O extrato etandlico, fracBes e controle positivo encontram-se na concentracdo de 10
mg.mL™ (Fotos: Hélida Soleane)

Tabela 3 - Média aritmética e desvio padrdo dos halos de inibicdo do teste de
difusdo em &gar para o extrato etandlico e fragbes da P. obliquum sobre espécies

bacterianas e fungica

Média do diametro dos halos de inibicdo em mm?®

Microrganismos

Concentragao S.a. MRSA E.c. P.a. K.p. C.sp.
10 mg.mL*

EEPO 12+0,0 | 10+£0,0 * * * *
FHex 7+14 * * * * *
I:C:HC:I3 * * * * * *
FEtOAC 11+14]12+0,0 * * * *
FAcet * * * * * *

C+ 40 46 40 25 45 7

C - * * * * * *

%= incluindo os 4 mm do poco

Legenda: EEPO; FHex; CHCI;; FEtOAc; FAcet; S.a.=S. aureus; MRSA= S. aureus resistente
a meticilina; E.c.=E. coli; P.a.=P. aeruginosa; K.p.=K pneumoniae; C.sp.=Candida sp.; * =
auséncia de halos; C+=controle positivo (Cloranfenicol); C - = controle negativo (etanol).

A FHex formou halos de 7 mm para S. aureus, demonstrando baixa
sensibilidade do microrganismo na presenca desta fracdo. A FEtOAc teve atividade
frente a S. aureus e MRSA, com halos de 11 e 12 mm, respectivamente, sendo
consideradas moderadamente sensiveis para esta fracao.

Como pode ser observado na tabela 3, o EEPO demonstrou atividade
antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e MRSA, com a formacao de halos de
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inibicdo de 12 e 10 mm, respectivamente. O perfil de sensibilidade destas bactérias,
sob a acdo do EEPO, pode ser classificado como moderadamente sensivel (halos
entre 10 e 20 mm) de acordo com a escala definida pelo POP (procedimento
operacional) para Antibiograma com Produtos Naturais, utilizado como protocolo
para os testes.

Os controles positivos formaram halos com valores entre 25 a 47 mm para
todas as cepas e para o controle negativo nao foi observada formacédo de halos em
torno do poco, indicando que este ndo estd interferindo nos resultados das

atividades antimicrobianas das amostras testadas (Fig. 15).

Figura 15 — Médias dos diametros dos halos de inibicdo do teste de difusdo em agar
para o extrato etandlico e fracbes da P. obliguum sobre espécies bacterianas e

fungica.
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Observa-se que os tamanhos dos halos de inibicdo da P. obliquum ora
diferem, ora se aproximam dos encontrados em algumas plantas do mesmo género

submetidas aos mesmos testes.



48

Astuti (2014) testou a atividade do extrato etandlico das folhas de P.
crocatum, que apresentou halos de inibicdo nas placas de difusdo em agar de 14 e
16 mm, nas concentracdes 0,5 e 0,24 mg.mL™, respectivamente, frente a S. aureus.
Na fracdo EtOAc, Valle Jr. (2016), estudando o extrato etandlico da Piper betle, na
concentracdo de 2,5 mg.mL™, obteve halos de 38 mm frente & MRSA, e 17 mm em
placas com P. aeruginosa e a fracdo metandlica apresentou halos de 34 e 15 mm,
respectivamente, frente aos mesmos microrganismos. O extrato etandlico da P.
arboreum possui atividade frente & S. aureus com halos de 15 mm, mas néo
apresenta atividade frente a E. coli, segundo Nascimento et al (2015). Em testes
realizados por Zarai et al (2013), a P. nigrum apresentou atividade frente a S. aureus
(12,5 mm), K. pneumoniae (7,5 mm) e E. coli (8,3 mm) quando tratados com seu
extrato etandlico; porém, ndo apresentou atividade frente & K. pneumoniae quando
testados com as fragcbes EtOAc e CHCI3, apresentando atividades antimicrobianas
para as demais bactérias testadas para as fragbes EtOAc, CHCIl; e MeOH. Wiart et
al (2004) observaram as mesmas atividades biologicas para a P. porphyrophyllum
frente & S. aureus, P. aeruginosa e E. coli para o extrato EtOH e da fracdo hexano
apenas para S. aureus.

Alguns fatores podem interferir nos resultados obtidos, tais como: tempo
esperado para leitura das placas: algumas misturas levam mais tempo do que outras
para agir sobre o microrganismo; temperatura utilizada; taxa de oxigénio; meio de
cultura utilizado, pois alguns sdo mais polares que outros, impedindo a disperséo
adequada das amostras sobre 0 meio; concentracdo das amostras testadas:
algumas necessitam ser aplicadas em maiores concentra¢cdes; comportamento do
solvente utilizado para diluir as amostras, pois, semelhantemente ao que acontece
aos meios de cultura, o solvente pode ndo apresentar polaridade totalmente
compativel com estes (HAMMER et al, 1999).

Fatores externos podem influenciar na producédo dos metabdlitos secundarios,
responsaveis pela bioatividade das plantas, como sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo UV, nutrientes disponiveis, poluicdo
atmosférica, altitude, inducdo por estimulos mecéanicos ou ataque de patdgenos,
idade da planta (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Os resultados antimicrobianos de algumas espécies vegetais, incluindo a P.
obliquum s&o devido a presengca de substancias bioativas que podem agir

combatendo os microrganismos. A P. obliquum, estudada por Valdivia et al (2008),
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colhida em Cochabamba, Bolivia, demonstrou atividade antimicrobiana para quatro
de um total de cinco substancias isoladas na espécie, obliquol A, obliquol B, 4-
cromanona, 2’-hidroxi-3,4,4’ ,6’-tetrametoxichalcona e acido 3-farnesil-4-
hidroxibenzdico, frente as espécies E. coli e S. epidermis.

Obliguol A e B séo substancias do grupo dos alquenilfendis. Compostos deste
grupo de metabdlitos secundarios foram relatados em P. dilatatum (SANTOS et al,
2009); outros quatro novos alquilfendis foram isolados de P. gibbilimbum e
apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. epidermidis e Bacillus cereus
(RALI et al, 2007).

4.1.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), viabilidade celular e

ICso para o extrato etanolico e fracdes da P. obliquum.

Para a realizacdo do teste de microdiluicio em meio liquido utilizou-se o
EEPO, FHex e FEtOAC da Piper obliguum por terem demonstrado atividade no teste
de difusdo em agar frente a S. aureus e MRSA.

Os resultados das CIM das atividades antimicrobianas sugerem que o extrato
etandlico e fracdes testadas da P. obliguum apresentaram capacidade de inibir o
crescimento dos microrganismos.

A atividade antimicrobiana da P. obliquum foi obtida e demonstrada nas
figuras 16 e 17 e tabela 4, onde estéo inseridas as fotos do teste de microdiluicdo

em meio liquido e plotados os valores de suas concentra¢cdes inibitérias minimas.

Figura 16: Teste de microdiluicdo em meio liquido para o EEPO, FHex e FEtOAc da
P. obliquum frente & bactéria S. aureus em 48 horas.
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Figura 17: Teste de microdiluicdo em meio liquido para o EEPO e FEtOAc da P.

obliquum frente & bactéria MRSA em 48 horas.

Tabela 4 — Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) para o teste de microdiluicdo em
meio liquido em diferentes concentracées para o EEPO, FHex e FEtOAc da P.

obliguum frente a S. aureus e MRSA.

CIM (mg.mL™)
Microrganismos
Amostras S.a. MRSA
EEPO 2,0 0,5
FHex 2,0 *
FEtOAC 0,125 0,062
C+ 0,25 0,004

Legenda: S.a.=Staphylococcus aureus; MRSA= Staphylococcus aureus resistente a
meticilina; * = amostra néo utilizada; C+=controle positivo (Cloranfenicol).

O teste de microdiluicdo em meio liquido é considerado uma metodologia
adequada para a observacdo e determinacdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM). Ostrosky (2008) relata que o método da microdiluicdo para determinacdo da
CIM, desenvolvido por Eloff (1998), é muito utilizado devido as suas caracteristicas
positivas, como economia de reagentes, reprodutibilidade e confiabilidade.

A CIM, na placa de microdiluicio em meio liquido, pode ser visualizada
através da conversdo do corante resazurina, de cor violeta, em resofurina, de cor
rosa, na presenca de reacbes metabdlicas microbianas, indicando o crescimento
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destes microorganismos através de uma reacdo de oxirreducdo (Fig. 18). A
resazurina € reduzida por varios compostos da cadeia respiratéria da célula,
transformando-se em resofurina (ARAUJO, 2011; NAKAYAMA et al, 1997).

Figura 18: Reducédo de resazurina a resofurina em células vivas

0o
I
Z =
Resazurina (violeta) Resofurina (rosa)

Fonte: O’'BRIEN et al (2000)

O EEPO, FHex e FEtOAc demonstraram atividade frente a bactéria S. aureus
com CIM de 2,0, 2,0 e 0,125 mg.mL™?, respectivamente, onde ndo houve a
converséo do corante resazurina em resofurina, indicando auséncia de metabolismo
por parte do microrganismo até as concentracdes descritas.

Ao comparar as CIM das amostras com o controle positivo que foi de 0,25
mg.mL™, observa-se que o EEPO e FHex tiveram concentracdo de inibicdo das
bactérias acima do controle, demonstrando ser menos eficientes, ja& a FEtOAc
apresentou CIM 50% abaixo do controle positivo, 0 que sugere que sua atividade de
combate ao microrganismo foi superior a este.

Para o teste frente & MRSA utilizou-se o EEPO e a FEtOAc e 0S mesmos
demonstraram valores de 0,5 e 0,062 e, ao compara-las a CIM do controle positivo
(0,004 mg.mL™) observam-se atividades antimicrobianas menos eficientes para
estas amostras da P. obliquum.

O POP utilizado para a microdiluicdo em meio liquido ndo propde uma
classificacdo da atividade antimicrobiana das amostras testadas, permitindo, assim,
a adocao de parametros oferecidos por outros autores, como o de Rios e Recio
(2005), por exemplo, que descrevem que 0s extratos que apresentam CIM inferiores

a 0,1 mg.mL™ sdo considerados promissores. Duarte et al (2005) propde que 0s
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extratos que apresentarem CIM < 0,5 mg.mL™ possuem atividade antimicrobiana
forte; CIM com os valores entre 0,51-1,0 mg.mL™, atividade moderada e CIM = 1,0,
atividade fraca. Para Aligiannis et al (2001), sdo considerados extratos com forte
atividade antimicrobiana aqueles que apresentam CIM de até 0,5 mg.mL™, atividade
moderada com CIM entre 0,6 e 1,5 mg.mL™ e de atividade fraca aqueles que
apresentam CIM acima de 1,6 mg.mL™.

Aplicando as referidas classificacdes ao resultado obtido para EEPO, pode-se
verificar que o extrato apresentou atividade fraca frente & S. aureus (2 mg.mL™?) e
MRSA (0,5 mg.mL™), e a mesma avaliacdo pode ser aplicada para FHex (2 mg.mL%).
Na classificacdo de Duarte et al (2005) e Aligiannis et al (2001), a FEtOAc pode ser
considerada como portadora de atividade antimicrobiana potente frente a S. aureus
(0,125 mg.mL™) e MRSA (0,062 mg.mL™).

Ao comparar as concentragdes inibitdrias minimas para o extrato etandlico,
fracdo hexano e acetato de etila da Piper obliquum, frente a S. aureus, com as CIM
obtidas em outras pesquisas para o0 género Piper, percebe-se diferencas nos
resultados. Figueira et al (2016), ao estudar o extrato bruto etandlico de P.regnelli, P.
aduncum e P. marginatum, observaram CIM>2, 1, 8 e 0,2 mg.mL™, respectivamente,
frente a S. aureus, que sao valores aproximados ao da P. obliquum em relacdo ao
EEPO e FHex.

O extrato etandlico da P. arboreum com CIM de 0,25 mg.mL™* (NASCIMENTO
et al, 2015), P. porphyrophyllum com CIM 0,0625 mg.mL™ (AHMAD et al, 2014) e P.
hispidum com CIM de 0,0625 mg.mL™* (COSTA et al 2016), demonstram que
concentracbes menores foram suficientes para o combate ao microrganismo quando
comparados a P. obliquum. O extrato etandlico, metandlico e éter de petréleo da P.
nigrum demonstraram CIM de 12,5 mg.mL™ frente & S. aureus em Akthar et al
(2014).

Para Fennel (2004), estas variacdes em relacdo a CIM das plantas sao
atribuidas a véarios fatores, como por exemplo, o uso da técnica aplicada, a época de
coleta da planta, a concentragdo dos extratos testados e o modo de preparo das
amostras, acrescenta-se, ainda, o fato de serem plantas do mesmo género, mas
especies diferentes, tornando, possivelmente, sua composicdo quimica mais
diversificada. Ainda, segundo autor, diante destas variaveis, conclui-se que nao
existe método padronizado para os resultados das atividades antimicrobianas

guando se trata de produtos naturais.



53

Para observar a viabilidade do microrganismo, produziu-se uma coluna com
in6culo e meio nutritivo (caldo LB), o qual permaneceu rosa em todos os orificios,
indicando presenca das reacdes metabdlicas da S. aureus. Para testar a esterilidade
da placa de microdiluicdo usou-se a ultima coluna (coluna 12) preenchida somente
com meio nutritivo (caldo LB) que, permanecendo violeta, demonstrou a esterilidade
do meio nutritivo utilizado no teste.

Como controle positivo na microdiluicdo, em meio liquido, utilizou-se o
Cloranfenicol. Este antibiético age inibindo a sintese protéica nas bactérias e
também possui amplo espectro de atividade antimicrobiano, incluindo
microrganismos gram-positivos e gram-negativos. Seu uso clinico é reservado a
infeccbes nas quais seus beneficios necessitam ser superiores a sua toxicidade
hematolégica incomum (pancitopenia) e o cuidado na administracdo do
medicamento em recém-nascidos é imprescindivel, podendo resultar na “sindrome
do bebé cinzento”, com mortalidade de até 40%. Seu uso pode ser incluido no
tratamento as infec¢des geradas por Haemophilus influenze, meningite, conjuntivite
bacteriana (uso topico), febre tiféide, entre outros (RANG et al, 2007).

Para o experimento o controle positivo, de viabilidade celular, de esterilidade
do meio nutritivo e do solvente, com e sem o in6culo, foram aceitaveis.

Através da leitura de densidade Optica em espectrofotbmetro calculou-se a
viabilidade celular. Analisando os dados da figura 19 observa-se o0 aumento da
viabilidade celular, indicando o desenvolvimento do microrganismo a medida que as
concentracfes das amostras da P. obliguum e do controle positivo diminuem.

A viabilidade celular do microrganismo frente a acdo do EEPO se mantém
semelhante & da acdo do controle positivo até a concentracdo de 0,5 mg.mL™,
porém, a partir da concentracdo de 0,25 mg.mL™, a viabilidade celular foi superior a
50%, havendo perda da atividade antimicrobiana para esta amostra. A FHex
manteve a viabilidade celular abaixo de 50% até a concentracdo de 1 mg.mL™,
mantendo a viabilidade acima de 50%a partir de 0,5 mg.mL™. Em comparacéo com
as demais amostras, a FEtOAc demonstrou maior controle sobre o desenvolvimento
bacteriano, mantendo valores bem préximos nos intervalos das concentragbes 2-
1mg.mL™? (13,52-15,38% de viabilidade celular), 0,5-0,125 mg.mL™ (28,66-31,04%) e
0,062-0,031mg.mL™(43,22-42,77%), perdendo totalmente sua atividade a partir da
concentracdo de 0,015 mg.mL™, quando a viabilidade celular ultrapassa 70% de

desenvolvimento bacteriano.
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Figura 19: Percentual de viabilidade celular em diferentes concentracdoes do EEPO,

FHex, FEtOAc e controle positivo frente a S. aureus.
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Legenda: CP=controle positivo (Cloranfenicol); EEPO=extrato etandlico, FHex=fracdo
hexano, FEtOAc=frac&o acetato de etila.

A observacdo da figura 20 demonstra o aumento da viabilidade celular da
MRSA, indicando o desenvolvimento do microrganismo a medida que as
concentracbes das amostras da P. obliquum e do controle positivo diminuem, em
semelhanca a viabilidade de S. aureus.

A viabilidade celular sob a acdo do EEPO permaneceu abaixo de 50% até a
concentracdo de 0,5 mg.mL™, a partir de 0,25 mg.mL™ a viabilidade superou os 70%
em todas as demais concentracfes. A FEtOAc manteve a viabilidade celular abaixo
de 50% até a concentracdo de 0,125 mg.mL™.

Semelhantemente a acdo frente a S. aureus, a FEtOAc demonstrou maior
eficiéncia no combate a MRSA e manteve valores préximos de viabilidade e abaixo
de 50% nos intervalos 1 - 0,25 mg.mL™.

Quanto ao controle positivo, este manteve sua agédo evidente com 50% de
viabilidade de MRSA até a concentracdo de 0,062 mg.mL™, demonstrando maior
eficiéncia em relacdo as amostras da P. obliquum, porém, a FEtOAc acompanha sua

atividade até a concentracdo de 0,031 mg.mL™.
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Figura 20: Percentual de viabilidade celular em diferentes concentracdes do EEPO,

FEtOAC e controle positivo frente & MRSA.
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Legenda: CP=controle positivo (Cloranfenicol); EEPO=extrato etandlico, FEtOAc=fracao
acetato de etila

O valor de ICsp, que define a concentracdo de amostra da planta necesséria
para reduzir em 50% o desenvolvimento celular indica que, quanto menor o valor de
ICs0, maior a atividade do material testado (NEGRI et al, 2009). Para se observar os
valores de ICsp nas diferentes amostras foi utilizada a equacgéo da reta, substituindo-
se 0 y por 50 para se obter a concentracdo no eixo X, que corresponde a
concentracdo da amostra capaz de reduzir o desenvolvimento celular em cinquenta
por cento.

ApoOs a obtencdo dos valores de ICsp para as amostras testadas da P.
obliquum, com valor de 1,75 mg.mL™ para EEPO, de 1,205 mg.mL™ para FHex e de
0,579 mg.mL™? para FEtOAc, frente & S. aureus, observou-se que a FEtOAc
necessitara de 0,579 mg.mL™? para inibir a atividade bacteriana pela metade,
enquanto que para o EEPO e FHex esses valores necessitaram ser maiores para
que aconteca a mesma reducdo. Os valores de ICs obtidos frente a MRSA foram de
3,164 mg.mL™* para EEPO e 0,222 mg.mL™ para FEtOAc, demonstrando novamente

uma maior atividade antimicrobiana para a FEtOAc (Tab. 5).
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Tabela 5 — Valores de ICs®* do EEPO, FHex, FEtOAc e controle positivo da P.
obliguum frente a S. aureus e MRSA.

S. aureus MRSA
Amostras ICso Intervalo de ICso Intervalo de
(mg-mL™) confianca (95%) (mg-mL™) confianca (95%)
EEPO 1,775 0,921 — 2,252 3,164 1,123 - 5,264
FHex 1,205 0,974 — 1,490 * *
FEtOAC 0,579 0,3752 - 0,672 0,222 0,199 — 0,249
C+ 0,116 0,084 — 0,130 1,023 0,768 — 1,663

% = Quantidade de amostra necesséria para reducdo de 50% de desenvolvimento celular.
Legenda: S.a.=Staphylococcus aureus; MRSA= Staphylococcus aureus resistente a
meticilina; C+=controle positivo (Cloranfenicol); * = amostra ndo utilizada

Os trés resultados, CIM, viabilidade celular e ICsg, corroboram entre si. Nos
trés testes, a FEtOAC demonstrou melhores resultados para a atividade
antimicrobiana frente aos dois microrganismos testados e o EEPO menor eficiéncia.
A explicacdo para isso pode estar no fato de que os extratos estdo mais
concentrados em relacdo a quantidade de metabdlitos, e as fragdes, que foram
submetidas a uma maior purificacdo, possuem menor concentracdo em relacdo a
esses metabdlitos. Isso permite que as fracdes ajam de forma mais eficiente ja que
as substancias com atividades biol6gicas sofrem menor impedimento das demais
substancias.

Todavia a investigacdo fitoquimica da P. obliquum é importante para o
isolamento da(s) substancia(s) responsavel(éis) pelas atividades antimicrobianas

sugeridas pelos testes realizados neste trabalho.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos para o Oleo essencial, extrato etandlico e fracbes da
Piper obliquum sugerem que a planta, coletada na ESEC Cunia, pode ser uma
candidata em potencial para novas pesquisas e desenvolvimento de medicamentos
antimicrobianos a partir dos compostos fixos da espécie.

O Oleo essencial das folhas da P. obliguum demonstrou atividade
antimicrobiana frente & S. aureus e MRSA no teste de difusdo em agar, mas néo foi
testado para microdiluicdo em meio liquido, necessitando ainda, ter sua CIM e ICsg
determinados como as demais amostras testadas.

Entre todas as amostras da planta, em ambos os testes antimicrobianos, a
fracdo acetato de etila (FEtOAc) foi a que demonstrou melhor atividade
antimicrobiana frente a S. aureus e MRSA, gerando uma CIM e ICso de menores
valores entre as demais, sugerindo uma seu potencial como fracdo a ser escolhida
para estudos futuros.

Diante do exposto faz-se necessario um aprofundamento no estudo da
espécie no que diz respeito a sua composi¢cdo quimica e mecanismo de acgao
dessas substancias frente aos microrganismos sensiveis a elas para posteriores

pesquisas em relacdo a sua atividade bioldgica.
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APENDICES

Apéndice 1 - Graficos dose-resposta da acdo do EEPO (extrato etandlico), FHex
(fracdo hexano), FEtOAc (fracdo acetato de etila) e Controle positivo (Cloranfenicol),
frente & S. aureus apds 48 horas de incubacao.

EtOH FHEX
1.57 2.0
1.5
1.04
1.0
0.54
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FEtOAC Cloranfenicol

2.0 1.0 1

0.2
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Eixo das abscissas: Log das concentragfes de 2, 1, 0,5, 0,125, 0,062, 0,031, 0,015, 0,008 e
0,004 mg.mL'l do EEPO, FHex, FEtOAc e Controle positivo; Eixo das ordenadas: Densidade
Otica obtida em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 630 nm.
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Apéndice 2 - Gréaficos dose-resposta da acdo do EEPO (extrato etandlico), FEtOAc
(fracdo acetato de etila) e Controle positivo (Cloranfenicol), frente & MRSA apés 48

horas de incubacao.

EtOH FEtOAcC
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Cloranfenicol
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0.55-\
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Eixo das abscissas: Log das concentracdes de 2, 1, 0,5, 0,125, 0,062, 0,031, 0,015,
0,008 e 0,004 mg.mL*do EEPO, FEtOAc e Controle positivo; Eixo das ordenadas:

Densidade otica obtida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 630 nm.



