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RESUMO

A questdo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais torna
urgente a busca por novos farmacos antimicrobianos. As espécies vegetais do
bioma Cerrado, por apresentarem em sua composi¢cao variados constituintes
metabdlitos secundérios, sdo apontadas como excelentes alvos de busca por sua
potencial atividade biolégica e de inibicAo microbiana. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos hexanico e etandlico e
de d6leo essencial de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) coletado na
regido do DF frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Klebsiella
pneumoniae BAA 1705.No método de microdiluicdo em caldo, os extratos hexanico
e etandlico de Baccharis dracunculifolia apresentaram atividade antimicrobiana para
as cepas de S. aureus e de K. pneumoniae. Para a avaliacdo de potencial de
atividade antimicrobiana dos extratos de alecrim do campo, o método de
microdiluicdo em caldo mostrou-se mais adequado que o método de difusdo em
disco. O 6leo essencial de alecrim do campo apresentou inibicdo sobre as cepas de
S. aureus e de K. pneumoniae. Os discos contendo 20 pL de 6leo essencial
apresentaram valores médios de halos de inibicdo 20,6 a 22,6 mm para S. aureus e
valores médios de halos de inibicdo de 24 a 25 mm para K. pneumoniae pelo
método de difusdo em disco. Esses valores ficaram maiores que os halos de
interpretacdo de antibiograma usando gentamicina, norfloxacina e tetraciclina,

indicando sensibilidade dessas bactérias ao 6leo essencial de alecrim do campo.

Palavras chave: Baccharis dracunculifolia, extrato, 6leo essencial, atividade

antimicrobiana.
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ABSTRACT

The matter of bacterial resistance to conventional antibiotics makes urgent the
search for new antimicrobial drugs. Plant species of the Cerrado biome, due to their
secondary metabolites composition, are seen as prime targets in the search for its
potential biological activity and microbial inhibition. This study aimed to evaluate the
in vitro antibacterial activity of hexane and ethanol extracts and essential oil of
“alecrim do campo” (Baccharis dracunculifolia) collected in the DF region against
bacteria Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Klebsiella pneumoniae BAA in
1705.In the method of microdilution broth, the hexane and ethanol extracts of
Baccharis dracunculifolia presented antimicrobial activity against the strains of S.
aureus and K. pneumoniae. For the evaluation of potential antimicrobial activity of
“alecrim do campo” extracts, the microdilution broth method was more appropriate
when compared to disk diffusion method. The essential oil of “alecrim do campo”
showed inhibition of strains of S. aureus and K. pneumoniae. The discs containing 20
uL of essential oil showed mean values of inhibition halos of 20.6 to 22.6 mm for S.
aureus and mean values of inhibition halos of24 to 25 mm for K. pneumoniae by disk
diffusion method. These values were higher than the antibiogram interpretation of
halos using gentamicin, norfloxacin and tetracycline, indicating sensitivity of these

bacteria to “alecrim do campo” essential oil.

Key words: Baccharis dracunculifolia, extract, essential oil, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Baccharis dracunculifolia

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae que é o grupo sistematico
mais numeroso das angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e
25.000 espécies. Esse género possui aproximadamente 500 espécies distribuidas
no continente americano, das quais 120 espécies ocorrem no Brasil, sendo o
Cerrado brasileiro uma das éareas mais ricas em espécies do género Baccharis
(BUDEL et al.,, 2005; VERDI, et al.,, 2005). De acordo com SILVA (2013) sao
encontradas mais de 55.000 espécies de Baccharis em um patrimdénio estimado
entre 350.000 a 550.000 espécies no bioma Cerrado.

Baccharis dracunculifolia DC. € popularmente conhecida como alecrim do
campo, vassourinha do campo, alecrim de vassoura ou vassourinha e ocorre
naturalmente no Brasil, Paraguai, Argentina, Uruguai e nos altos vales da Bolivia
(CASSEL et al.,, 2000). B. dracunculifolia ocorre principalmente nas Regifes
Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil, nas areas de cerrado (BASTOS, 2001).
Trata-se de um arbusto lenhoso de crescimento rapido podendo medir até 4,0 m de
altura (Figura 1) (NAKAJIMA et al., 2015).

Figura 1. Arbusto de Baccharis dracunculifolia na Fazenda Agua Limpa, UNB.



12

A epiderme foliar de B. dracunculifolia possui tricomas agrupados e
distribuidos regularmente pelo limbo, sendo que seus éapices foliares apresentam
grande numero de tricomas glandulares que proporcionam elevada secrecao de
material resinoso de composi¢cdo variada. Materiais resinosos secretados pelas
plantas consistem de uma variedade de compostos, incluindo: flavonoides,
agliconas, ceras, gorduras, terpenos e 6leos essenciais. Os terpenoides e muitos
compostos aromaticos, como flavonoides e derivados do acido cumaérico, estao
frequentemente presentes nos tricomas glandulares de varias espécies vegetais da
familia Asteraceae (SANTOS 2011).

A alta producé@o de metabdlitos secundarios nesse material resinoso pode ter
contribuido para o sucesso evolutivo da B. dracunculifolia na defesa contra insetos e
microrganismos (SANTOS 2011). As resinas compostas de terpenos ocorrem nas
superficies de folhas e caules e o alecrim do campo € a principal fonte botanica da
resina e dos constituintes quimicos da propolis brasileira (propolis verde) produzida
por abelhas da espécie Apis mellifera (ALENCAR et al., 2005, PARK et al., 2004).

B. dracunculifolia destaca-se por se associar a um grande numero de insetos
herbivoros. Em geral, os compostos secundarios das plantas sdo toxicos e inibem o
ataque de insetos. Entretanto, alguns herbivoros coletam esses compostos para sua
propria defesa, como as abelhas de espécie Apis mellifera, que coletam e
transportam os 4pices caulinares de B. dracunculifolia para o interior da colmeia,
para a producdo da prépolis verde que auxilia na defesa da colmeia contra seus
proprios predadores (BASTOS, 2001).

1.2. Composicédo quimica dos extratos e do 6leo da B. dracunculifolia

B. dracunculifolia tem sido estudada do ponto de vista fitoquimico revelando
uma grande variedade de constituintes quimicos com atividade biologica e
destacam-se os efeitos antimicrobianos e anti-inflamatérios. Estudos mostram que
as inumeras atividades biolégicas da propolis verde decorrem exclusivamente dos
constituintes presentes na B. dracunculifolia (LEMOS et al., 2007; PAULINO et al.,
2008; NAKANISHI et al., 2003).

Em relacdo ao perfil fitoquimico dos extratos e do Oleo da B. dracunculifolia,
pode-se observar que €& caracterizado pelo acumulo de sesquiterpenos,

monoterpenos, diterpenos, triterpenos e flavonoides (AGOSTINI et al., 2005).
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Fukuda et al. (2006) isolaram das folhas do alecrim do campo compostos como 0s
monoterpenos fendlicos: timol e limoneno e os sesquiterpénicos: espatulenol e

nerolidol (Figura 2).

a) Timol b) Limoneno

i )*-\
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Figura 2. Estruturas quimicas dos monoterpenos e sesquiterpenos presentes
na B. dracunculifolia. Fontes: FABIANE et al. (2008), MEDEIROS (2014), NUNES
et al. (2000).

Os terpenoides (terpenos e seus analogos oxigenados) representam uma
classe bastante variada e extensa de compostos. Eles sdo formados por varias
unidades de isoprenos (CsHs) unidas e esses compostos sao subdivididos em
classes de acordo com o numero de unidades de isopreno existentes. Os
monoterpenos sdo isbmeros compostos por duas unidades de isoprenos, isto €,
possuem 10 &tomos de carbono. Os sesquiterpenos sao formados por trés unidades
de isoprenos, ou seja, 15 carbonos, enquanto, os diterpenos, os triterpenos e 0s
tetraterpenos (carotenoides) sao formados, respectivamente, por quatro, seis e oito
unidades de isoprenos. Tanto os triterpenos como os tetraterpenos sao compostos

muito pesados (apresentam elevado peso molecular) e, por essa razdo, ndo sao
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encontrados em Oleos essenciais (que contém somente substancias volateis), mas
estdo presentes nos extratos dos vegetais (MEDEIROS, 2014).

A espécie Baccharis dracunculifolia também demonstra a presenca de varios
acidos fendlicos, como cafeico, p-cumarico (acido 4-hidroxicindmico), 3-prenil-p-
cumarico (drupanina), 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) e 4’-metoxi-3,5,7-
triildroxiflavona (canferide) (Figura 2) (ALENCAR et al., 2005, PARK et al., 2004).

a) Artepillin C b) Drupanina
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Figura 3. Estruturas quimicas de acidos fendlicos presentes na B.
dracunculifolia. Fonte: PIANTINO (2008).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que apresentam
hidroxilas e anéis arométicos, nas formas simples ou de polimeros. A presenca
desses compostos em plantas tem sido muito estudada por apresentarem atividades
farmacoldgicas e também por inibirem a oxidacao lipidica e a proliferacéo de fungos.
Os compostos fendlicos estdo presentes em vegetais na forma livre ou complexada
a acucares e proteinas. A diversidade estrutural desses compostos deve-se a
grande variedade de combinagfes que acontece na natureza e 0S compostos
resultantes sdo chamados de polifendis. Estas combinacfes fendlicas podem ser

divididas em trés grupos: acidos fenolicos (acidos benzdicos, cinamico e seus
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derivados), flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados) e taninos
(PIANTINO, 2008).

A composicdo dos extratos e do 6leo da B. dracunculifolia depende da regido
geografica e do processo de extracdo utilizado (FERRONATTO et al.,, 2007).
Parreira et al. (2010) relataram que o 6leo essencial de alecrim do campo coletado
do municipio de Franca, SP, foi composto principalmente por sesquiterpenos e
monoterpenos, com a presenca de nerolidol (33,51%), espatulenol (16,24%), a-
murolol (4,66%), d-cadineno (3,66%), biciclogermacreno (3,42%), pB-cariofileno
(2,28%) e germacreno D (2,18%), perfazendo 66% da composicdo do Oleo
essencial.

No trabalho de SANTOS (2011) a analise cromatografica dos 6leos essenciais
de B. dracunculifolia (coletado do municipio de Botucatu, SP), detectou a presenca
majoritaria de nerolidol (33,81%), espatulenol (18,96%), 6xido de cariofileno (5,63%),
y-muuroleno (5,25%) e valenceno (5,15%), perfazendo 69% da composi¢do do 6leo
essencial.

Ja no estudo de PIANTINO (2008), as analises dos 0leos essenciais de B.
dracunculifolia (coletado do municipio de Campinas, SP), indicaram que o teor de
monoterpenos variou de 16,5 a 26,5%, o teor de hidrocarbonetos sesquiterpénicos
variou de 60,8 a 74,3% e o teor de alcoois sesquiterpénicos variou de 5,1 a 10,7%.
Os compostos majoritarios foram os hidrocarbonetos sesquiterpénicos: germacreno
D (21,4 a 26,1%), biciclogermacreno (18,3 a 20,9%), trans-cariofileno (14,3 a 16,4%)
e 0s monoterpenos limoneno (7,6 a 14,3%) e b-pineno (6,5 a 9,4%).

Segundo ALMEIDA et al. (2005), os compostos volateis sesquiterpénicos
possuem atividades antibacterianas, fungicidas e inseticidas. O espatulenol é um
sesquiterpeno que apresenta atividade bioldgica com propriedades antibacterianas e
moderada atividade citotdxica (LIMBERGER et al., 2004). O nerolidol também é um
sesquiterpeno e apresenta efeito inibidor do crescimento do Plasmodium falciparum,
0 agente causador da malaria (MACEDO et al., 2002). No trabalho de ARRUDA et
al. (2005), o nerolidol inibiu o crescimento de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi e formas amastigotas de Leishmania
amazonenses. O tratamento de macrofagos infectados com L. amazonenses
(causador da leishmaniose tegumentar americana), com nerolidol resultou em

reducdo de 95% de infec¢ao nos ratos.
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Analisando a composicdo quimica da propolis e da B. dracunculifolia,
ALENCAR et al. (2005) e PARK et al. (2004) identificaram quimicas flavonoides e
acidos fendlicos idénticos. Portanto, comprovaram que esta espécie vegetal € a
principal fonte utilizada pelas abelhas Apis mellifera para a elaboracdo da propolis
produzida nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Dentre 0os compostos
majoritarios encontrados no extrato metandlico da folha da B. dracunculifolia e no
extrato etandlico da prépolis, o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) teve
a maior concentracgéo.

Segundo UTO et al. (2002), o Artepillin C apresenta atividade antimicrobiana
e antioxidante. Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
como quelantes de metais. Os produtos intermediarios, formados pela acdo destes
antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico
apresentada por estas substancias (PIANTINO, 2008).

No estudo de KIMOTO et al. (2001), o Artepillin C inibiu a peroxidacéo lipidica
e o0 desenvolvimento de cancer pulmonar em ratos e no estudo de SHIMIZU et al.
(2005), o Artepillin C foi um importante quimiopreventivo na carcinogénese do colon,

por meio da inducéo da interrupgao do ciclo celular.

1.3. Propriedades medicinais da Baccharis dracunculifolia

A B. dracunculifolia ha bastante tempo € utilizada na medicina caseira por
populacdes locais. Em geral o alecrim do campo € consumido na forma de chas com
indicacdes para distlrbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afeccdes febris,
inflamac0es e diabetes (MELO et al., 2001; MENEZES, 2005).

Tanto a prépolis verde quanto os derivados vegetais (extratos e 6leo
essencial) do alecrim do campo séo reconhecidos medicinalmente por suas varias
atividades bioldgicas, especialmente agindo como antibacteriana, antiviral,
antifingica, antiprotozoaria, anti-inflamatéria, antioxidante, imunomoduladora e
analgésica (LEMOS et al., 2007; MISSIMA et al., 2007; PAULINO et al., 2008;
NAKANISHI et al., 2003).

O oOleo essencial das folhas de B. dracunculifolia tem sido avaliado em
diversos estudos em aplicagdes farmacoldgicas. No estudo de PARREIRA et al.
(2010) o oleo essencial das folhas de B. dracunculifolia foi ativo contra formas

promastigotas de Leishmania donovani e apresentou alta atividade esquistomicida,
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sendo que as formas adultas de Schistosoma mansoni foram mortas ap0s incubacéo
com o 6leo essencial nas concentracdes de 10, 50 e 100 mg/mL.

No estudo de FERRONATO et al. (2007), a capacidade antibacteriana do Oleo
essencial de B. dracunculifolia foi avaliado pelo método de difusdo em disco de
papel, em placas de Petri contendo meio de Mdueller-Hinton, semeadas com
suspensdes bacterianas de 3 cepas: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Os resultados
revelaram que o Oleo essencial de B. dracunculifolia apresentou atividade
antimicrobiana sobre S. aureus, E. coli e baixa atividade inibitéria sobre P.
aeruginosa.

No estudo de GALVAO et al. (2012) constatou-se a eficacia desse 6leo sobre
cepas de Streptococcus mutans. Os resultados indicaram que o 6leo essencial de
alecrim do campo apresentou atividade bactericida em concentragfes baixas, sendo
considerado um possivel agente a ser incorporado em formula¢des destinadas a
reducado de biofilme dental. FONSECA et al. (2012) avaliaram a atividade antifungica
do extrato e do 6leo essencial de B. dracunculifolia e verificaram que o crescimento
de Fusarium oxysporum foi reduzido significativamente a partir de 500 pL/L de
extrato aquoso e a partir de 250 pL/L de éleo de alecrim-do-campo.

MASSIGNANI et al. (2009) avaliaram o efeito do Oleo essencial de B.
dracunculifolia no tratamento de Ulcera gastrica em ratos. O tratamento com doses
de 50, 250 e 500 mg/kg de 6leo essencial diminuiu significativamente as lesées.
Considerando os resultados obtidos, os autores concluiram que o 6leo essencial de
B. dracunculifolia poderia ser usado como um novo agente terapéutico no tratamento
da Ulcera gastrica. FLORAO et al. (2012) reportaram atividade anti-inflamatéria do
Oleo essencial de B. dracunculifolia testado em células humanas responsaveis por
mecanismos de defesa do hospedeiro, sugerindo que seu uso pode ser benéfico na
intervencdo de desordens imunoldgicas associadas ou nao com condicbes

inflamatoérias.
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1.4. A buscapor novos compostos antimicrobianos

O problema da resisténcia a antimicrobianos em populacfes bacterianas tem
se agravado muito nos ultimos anos, especialmente nas infeccbfes de origem
hospitalar e drogas que antes se mostravam eficazes na rotina clinica tem perdido
sua eficacia contra a maioria das cepas isoladas (FERRONATO et al., 2007). A
guestao da resisténcia bacteriana aos antibidticos torna urgente a busca por novos
compostos bioativos que representem novas possibilidades de aplicacdo
antimicrobiana (AGUIAR et al., 2012; FRIEDMAN, 2007).

A resisténcia antimicrobiana e a sua disseminacdo entre bactérias sao
geralmente consequéncia da pressao seletiva dos antibioticos. As bactérias
resistentes sdo transmitidas entre doentes e os fatores de resisténcia séo
transferidos entre bactérias sendo, em ambas as situa¢cBes, mais frequentes em
instituicbes de saude. O uso continuo de antimicrobianos aumenta a presséo
seletiva, favorecendo a emergéncia, multiplicacdo e disseminacdo de bactérias
resistentes. O uso inapropriado e nao controlado de agentes antimicrobianos,
incluindo a prescricdo excessiva, administracéo de doses sub-terapéuticas, duracao
insuficiente de tratamento e erros de diagndstico levando a escolha incorreta de
farmacos, contribuem para esta situacdo (JACOBY et al, 2010; MAULDIN et al.,
2010).

Apesar dos antibacterianos derivados de plantas serem menos potentes, 0s
vegetais combatem infecces com sucesso. Para isso adotam a estratégia do
sinergismo, um mecanismo onde dois diferentes compostos sdo combinados para
aumentar suas atividades individuais. Essa estratégia tem servido de inspiracao para
as pesquisas voltadas a descoberta de compostos que tem como finalidade atuar
nos mecanismos de resisténcia bacteriana, minimizando-os (HEMAISWARYA et al.,
2008).

No inicio de 2000, programas de descoberta de antibidticos a partir de fontes
naturais foram retomados em algumas industrias farmacéuticas (GUIMARAES et all.
2010). Por este motivo, atualmente varias pesquisas atuam nas areas de produtos
naturais, explorando possiveis alternativas no tratamento de infec¢des causadas por
micro-organismos resistentes aos antibioticos disponiveis. As espécies vegetais do

bioma Cerrado, por apresentarem em sua composi¢cdo variados constituintes
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metabdlitos secundérios, sdo apontadas como excelentes alvos de escolha por sua
potencial atividade bioldgica e de inibicdo microbiana (SILVA, 2013).

1.5. Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, sdo bactérias
Gram positivas, imoveis, agrupadas em massas irregulares ou cachos de uva,
anaerdbias facultativas e catalase positivas. Os Staphylococcus aureus séo
coagulase positivos, beta-hemoliticos e fermentadores de manitol. Apesar de serem
classificados como microrganismos mesoéfilos, demonstram crescimento em
temperaturas entre 7,0 e47,8°C (TORTORA et al., 2005).

Staphylococcus aureus € um importante agente etiolégico de diversas
infeccbes. Cerca de 30-40% da populacdo humana porta S. aureus na orofaringe e
na pele, este patdégeno pode produzir infecgcdes oportunistas em pacientes sob
situacdes de risco, como no caso de internacdes hospitalares, procedimentos
invasivos e imunossupressao. Nestes casos, esta bactéria pode causar diferentes
processos infecciosos, desde uma infeccdo cutédnea até uma infeccdo sistémica
grave (TORTORA et al., 2005).

A partir da década de 70, o S. aureus passou a ser um patdégeno emergente
nas infeccdes hospitalares, pois as cepas isoladas apresentavam resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos (TOHIDPOUR et al., 2010).As cepas com este perfil de
resisténcia foram denominadas de MRSA (Methicillin Resistance Staphylococcus
aureus).Houve rapida disseminacdo das cepas MRSA nos ambientes hospitalares e
estas se apresentaram sensivel apenas aos glicopeptideos vancomicina e
teicoplanina, que sao nefrotéxicos (ZUO et al., 2008). Nos ultimos 10 anos, as cepas
de MRSA, que eram restritas ao ambiente hospitalar, passaram a ser isoladas em
pacientes com infeccdo de pele na comunidade, sem relato de internacdo nos
altimos meses. Esta nova cepa foi denominada de CA-MRSA (Community-
associated MRSA) (BENOIT et al., 2008).

Os glicopeptideos tem sido o pilar para o tratamento de infeccbes por MRSA
desde sua introducdo no mercado em 1958, ainda assim houve o isolamento de
enterococos resistentes (VRE, vancomycin-resistant Enterococci) e de estafilococos
coagulase-negativos com susceptibilidade diminuida no final da década de 1980.

Quase uma década depois em 1997, no Japéo, foi reportada a primeira cepa com
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concentracéo inibitéria minima para vancomicina de 8 pg/ml e o primeiro isolamento
com uma CIM >32 pg/ml foi registrado nos Estados Unidos em meados de 2002.
Existe a preocupacdo de que tal cepas sejam resistentes a todos os outros
antimicrobianos disponiveis (panresistentes), porém em revisdo RODRIGUEZ (2005)
concluiram que a situagdo nao € tao critica ja que as cepas encontradas podem ser
tratadas com antibiéticos de amplo uso clinico como trimetoprima-sulfametoxazol, ou
recém aprovados como linezolida. E de suma importancia implementar estratégias
rigorosas de monitorizacao para detectar e tratar rapidamente novas cepas isoladas,
aplicar medidas adequadas de barreiras para evitar a disseminagéo e insistir no Uso
Racional dos antimicrobianos (RODRIGUEZ, 2005).

A bactéria Klebsiella pneumoniae € um bacilo Gram-negativo amplamente
distribuido na natureza e no trato gastrointestinal. Trata-se de uma bactéria
oportunista, podendo causar pneumonias primarias em individuos debilitados, como
alcoolistas, diabéticos e associadas a outras doencas pulmonares (BEN-DAVID et
al., 2011). Estas cepas podem causar também infec¢cdes extrapulmonares, como
sepse, meningites e infeccbes do trato urinario (YIGIT et al., 2012). Durante as
tltimas décadas, observou-se um aumento na propagacao de perfis de resisténcia
ESBL (Extended-Spectrum 3-Lactamase) em K. pneumoniae. Entdo, para o controle
das infec¢cbes passou-se a fazer uso, em larga escala, de antimicrobianos da classe
dos carbapenémicos, tais como imipenem e meropenem. A partir de 2001, surgiram
as cepas CRKP (Carbapenem-resistant K. pneumoniae) ou KPC. Hoje as cepas
KPC sé&o encontradas com frequéncia em unidades hospitalares em todo o mundo.

Esses fatos intensificam a ineficiéncia ascendente dos agentes
antimicrobianos fornecidos no mercado atual e reforcam a necessidade da

disponibilizacdo de novos agentes terapéuticos antimicrobianos.
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2. Justificativa

A questdo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais torna
urgente a busca por novos farmacos antimicrobianos. As espécies vegetais do
bioma Cerrado, por apresentarem em sua composi¢cao variados constituintes
metabdlitos secundérios, sdo apontadas como excelentes alvos de busca por sua
potencial atividade biolégica e de inibicAo microbiana. Assim, esse trabalho visa
avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos hexanico e etandlico e de 6leo

essencial de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) coletado na regido do DF.
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3. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana in vitro de
extratos hexanico e etanodlico e de 6leo essencial de alecrim do campo (Baccharis
dracunculifolia) coletado na regido do DF frente as bactérias Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Klebsiella pneumoniae BAA 1705.

3.1. Objetivos especificos

e Produzir os extratos hexanico e etandlico de Baccharis dracunculifolia

e Produzir o 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia

e Testar capacidade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia pelo método de difusdo em disco e pelo método de
perfuracdo em agar.

e Determinar a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir as cepas
bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Klebsiella pneumoniae
BAA 1705.
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4. Metodologia

4.1. Coleta das amostras

As amostras de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) foram
identificadas e coletadas pelo Professor e botanico Dr. Christopher William Fagg da
Universidade de Brasilia. As folhas de alecrim do campo foram coletadas no més de
novembro de 2015, na Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia, localizada
no Park Way, Distrito Federal, Brasil. As folhas coletadas foram lavadas com agua
corrente e em seguida o material foi seco em temperatura ambiente e triturado em

moinho de facas (Figura 4).

Figura 4. Folhas secas e trituradas de B. dracunculifolia.
4.2. Obtencao dos extratos

Para a preparacdo dos extratos foram utilizados os solventes etanol (solvente
polar) e hexano (solvente apolar). A obtengéo dos extratos foi feita por processo de
extracdo a frio (maceragcdo passiva) e para isso foi pesado em recipiente de vidro
100 g do material vegetal em p6 e adicionado 1 litro de solvente (etanol ou hexano).
As amostras foram mantidas em contato com os solventes (com homogeneizac¢des
diarias), por sete dias em temperatura ambiente e decorrido este periodo os extratos
foram filtrados em papel filtro Whatman n°le concentrados. As amostras foram
concentradas em rotaevaporador (para eliminacdo dos solventes), com uso de

percolador acoplado a vacuo em rotacdo de 90 rpm e temperatura maxima de 60°C
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(Figura 5). Os extratos concentrados foram completamente secos em banho-maria a
45°C, até a eliminacdo completa do solvente. Foram obtidos entdo os extratos
hexanico e etandlico. Os extratos foram diluidos com solucdo aquosa
dimetilsulféxido (DMSO) a 20% (v/v) e Tween 80 a 10% (p/v), com concentracdo
final de 50 mg/mL (NADER,2010).

Figura 5. Rotaevaporacgao dos solventes dos extratos de B. dracunculifolia.

4.3. Obtencéao do 6leo essencial

O dleo essencial foi obtido por meio de hidrodestilacdo por arraste a vapor em
aparelho tipo Clevenger (Figura 6), pelo periodo de 2-3 horas. Foram utilizadas 100g
de planta seca para cada 500mL de agua destilada. Foram realizadas 4 destilacdes,
utilizando-se 400 g de folhas secas de alecrim do campo para se obter a quantidade
de 6leo essencial necessario para os testes de atividade antimicrobiana. O dGleo foi
recolhido do aparelho tipo Clevenger para um béquer pequeno com pipeta de
Pasteur e deixado em estufa de secagem a 40°C, por 24-48 h para evaporagao
completa do restante da dgua (PROBST,2012).
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Figura 6. Extracdo de 6leo essencial de B. dracunculifolia.

4.4. Microrganismos avaliados

Foram selecionadas 2 cepas de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC
29213 e Klebsiella pneumoniae BAA 1705. As cepas utilizadas foram cedidas pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacédo
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ.

4.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial

pelo Método de Difusdo em Disco

Os in6culos foram preparados por meio de suspenséao direta do crescimento
microbiano em caldo LB com turvagdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland
(1,0x10° - 1,0x108 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade dptica
(D.O) a 625nm em espectrofotdbmetro. As culturas bacterianas diluidas foram
semeadas na superficie de agar Mueller-Hinton. Para isso, 100 uL de suspensao
bacteriana foram espalhadas com alca de Drigalsky em placas de Petri contendo
agar Mueller-Hinton. Para o teste da atividade antimicrobiana dos extratos, discos de
papel de filtro autoclavados (10 mm) foram impregnados com 20 uL dos extratos na
concentracdo 50 mg/mL e adicionados sobre a superficie do agar inoculado.
Controles negativos foram realizados com 20 pL de solugdo aquosa de DMSO 20%

(v/v) e Tween 80 10% (p/v). Para o teste da atividade antimicrobiana do 6leo
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essencial, discos de papel de filtro autoclavados (10 mm) foram impregnados com
20 puL do oleo essencial e adicionados sobre a superficie do agar inoculado.
Controles negativos foram realizados com 20 yL de agua estéril e também controles
foram realizados com gentamicina (10 nug), norfloxacina (10 ug) e tetraciclina (30 ug).
Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica por 24 horas a 37°C. Os halos de inibicdo do crescimento bacteriano
foram medidos em milimetros com auxilio de uma régua milimetrada. Halos de
inibicAo maiores que 7 mm foram considerados como resultados positivos
(NASCIMENTO et al., 2000).

4.6. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial

pela técnica de perfuracdo em agar

Os in6culos foram preparados por meio de suspenséao direta do crescimento
microbiano em caldo LB com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland
(1,0x10°8 - 1,0x10® UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade optica
(D.O) a 625nm em espectrofotometro. As culturas bacterianas diluidas foram
semeadas na superficie de agar Mueller-Hinton. Para isso, 100 puL de suspenséao
bacteriana foram espalhadas com alca de Drigalsky em placas de Petri contendo
agar Mueller-Hinton. Na técnica de perfuracdo em agar, a remocado do meio de
cultura sélido é realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de diametro para a
formacdo de pocos, nos quais € possivel aplicacdo das substancias a serem
analisadas (OSTROSKY et al., 2008). As placas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica por 24 horas a 37°C. Para o teste da atividade antimicrobiana dos
extratos, os pocos foram preenchidos com 20 uL dos extratos na concentracdo 50
mg/mL e controles negativos foram realizados com 20 puL de solugdo aquosa de
DMSO 20% (v/v) e Tween 80 10% (p/v). Para o teste da atividade antimicrobiana do
Oleo essencial, os pocos foram preenchidos com 20 uL do 6leo essencial e controles
negativos foram realizados com 20 pyL de agua estéril. Os testes foram realizados
em triplicata. Halos de inibicdo maiores que 7 mm foram considerados como
resultados positivos (NASCIMENTO et al., 2000).
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4.7. Avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos pelo Método de
Microdiluicdo em Caldo

O Método de Microdiluicio em Caldo foi realizado de acordo com a descricdo
da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2003). Os inéculos foram
preparados com o crescimento das cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Klebsiella pneumoniae BAA 1705 incubadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion). A
concentracdo foi ajustada pela turbidez de 0,5 na escala de McFarland,
apresentando aproximadamente 1x10%® UFC/mL. Foram realizadas diluicbes das
culturas em caldo Mueller-Hinton (caldo MH), com auxilio espectrofotdmetro de
densidade 6ptica (D.O) a 625nm resultando em uma concentragdo final de 1x10°
UFC/mL.

A concentracgdo inicial dos extratos ultrafiltrados foi de 20mg/mL e a partir
dessas concentracdes foram feitas diluicdes sucessivas utilizando 100 pL de extrato
e 100 pL de caldo Mueller-Hinton, sendo que as concentracdes finais utilizadas nos
testes foram 20; 10; 5;2,5; 1,25; 0,75; 0,38 e 0,19 mg/mL.

Os ensaios foram realizados em microplacas de ELISA, de fundo chato, em
triplicata. Cada fracdo de extrato ultrafiltrada foi testada contra as duas cepas de
bactérias. Cada poco recebeu 80 uL de caldo Mueller-Hinton, 100 uL de solugéo dos
extratos e 20 puL do inéculo ajustado para a concentracdo de 1x10® UFC/mL,
resultando em uma concentracdo final de 1x10° UFC/mL, por poco. Cada poco
apresentou um volume final de 200 L.

No controle negativo, cada poco recebeu 180 uL de caldo MH e 20 uL do
inoculo na concentracdo de 1x10® UFC/mL. Para evitar interferéncia de coloracédo
dos extratos e do caldo MH, foi utilizado como brancol00 pL de caldo MH e 100 pL
dos extratos.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por 24 horas e o
procedimento foi feito em triplicata. A leitura das placas foi realizada em leitora de
microplaca Multiskan, com comprimento de onda de 630 nm.
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5. Resultados e discussao

5.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos hexanico e etandlico de

Baccharis dracunculifolia pelo Método de Difusdo em Disco

Os testes de difusdo de disco ndo apresentaram resultados satisfatérios para
inibicdo de crescimento bacteriano. Os halos observados ndo apresentaram inibicao
total, além de ndo serem bem definidos como observado na Figura 7. De acordo
com Nader (2010), pode se inferir que pela estrutura de alto peso molecular das
moléculas dos extratos etandlico e hexanico, as substancias com atividade
antimicrobiana nado conseguiram se difundir do disco de papel para o agar.
Observou-se também que os controles negativos apresentaram certa inibicdo de
crescimento bacteriano (Figura 7 B), pois a concentracdo de DMSO 20% (v/v) e

Tween 80 10% (p/v) utilizada para solubilizar os extratos ficou elevada e apresentou

toxicidade celular.

Figura 7. Teste de Difusdo de Disco para os extratos hexanico e etandlico de
Baccharis dracunculifolia — (A) placa com S. aureus (1) disco com 20 uL de
extrato hexanico e (2) disco com 20 uL de solucédo de DMS020% e Tween 80 10%.
(B) placa com S. aureus (1) disco com 20 puL de extrato etandlico e (2) disco com 20
uL de solucdo de DMS0O20% e Tween 80 10%.



29

5.2. Avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos de Baccharis
dracunculifolia pela técnica de perfuracdo em agar

Na técnica de perfuracdo em agar, os halos observados também néao
apresentaram inibicdo total, porém se mostraram mais bem definidos quando
comparados a técnica de Difusdo em Disco, como observado na Figura 8. Pode se
entender que o método também ndo foi adequado para os tipos de extratos
analisados, considerando o alto peso molecular dos componentes e a dificuldade de

difuséo das substancias antimicrobianas para o agar.

Figura 8. Técnica de perfuracdo em agar para os extratos hexanico e etanélico
de Baccharis dracunculifolia — (A) placa com S. aureus (1) disco com 20 pL de
extrato etanolico e (2) disco com 20 uL de solugdo de DMS020% e Tween 80 10%.
(B) placa com S. aureus (1) disco com 20 pL de extrato hexanico e (2) disco com 20
uL de solucdo de DMS0O20% e Tween 80 10%.
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5.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Baccharis
dracunculifolia pelos Métodos de difusdo em disco e de perfuragcdo em agar

O oOleo essencial apresentou inibicdo sobre as cepas de S. aureus e de K.
pneumoniae. A Tabela 1 apresenta os valores médios de diametro dos halos de
inibicdo obtidos em 2 repeticdes pelo método de Difusdo em Disco. A Tabela 2
apresenta os valores médios de didametro dos halos de inibicdo obtidos em 2

repeticdes pelo método de perfuracdo em agar.

Tabela 1. Halos médios de inibicdo (em mm) para o 6leo essencial de B.

dracunculifolia pelo método de Difusdo em Disco

Microrganismo Repeticdo 1 Repeticdo 2
Staphylococcus aureus 22,3 20,6
Klebsiella pneumoniae 24,0 25,0

Os testes foram feitos em triplicata e os valores foram expressos como média.

Tabela 2. Halos médios de inibicdo (em mm) para o 6leo essencial de B.
dracunculifolia pelo método de perfuracdo em agar

Microrganismo Repeticdo 1 Repeticao 2
Staphylococcus aureus 17,0 15,0
Klebsiella pneumoniae 17,0 16,0

Os testes foram feitos em triplicata e os valores foram expressos como média.

Neste estudo, os discos contendo 20 uL de Oleo essencial sem diluicdo
apresentaram valores médios de halos de inibicdo de 20,6 a 22,6 mm para
Staphylococcus aureus e valores médios de halos de inibicdo de24 a 25 mm para
Klebsiella pneumoniae pelo método de Difusdo em Disco (Figura 9). A Figura 10
apresenta os halos de inibicdo para S. aureus e os halos de inibicdo para K.
pneumoniae pelo método de perfuracdo em agar.
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Figura 9. Teste de Difusdo em Disco para o 6leo essencial de Baccharis
dracunculifolia — (A) placa com S. aureus (1) disco com 20 pL de 6leo e (2) disco
com 20 uL de agua destilada. (B) placa com K. pneumoniae (1) disco com 20 uL de

Oleo e (2) disco com 20 puL de 4gua destilada

Figura 10. Teste de perfuracdo em agar para o 6leo essencial de Baccharis
dracunculifolia — (A) placa com S. aureus (1) poco com 20 uL de 6leo e (2) poco
com 20 uL de agua destilada. (B) placa com K. pneumoniae (1) po¢o com 20 uL de

0leo e (2) poco com 20 uL de 4gua destilada

Resultados parecidos com esse estudo foram reportados por Ferronato et al.
(2007) e Piantino (2008) para inibicdo do crescimento de cepas de Staphylococcus

aureus com uso de 6leo essencial de alecrim do campo.
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No estudo de Ferronato et al. (2007) a capacidade antibacteriana do 6leo
essencial de B. dracunculifolia coletado na regido Sudoeste do Estado do Parana foi
avaliado pelo método de difusdo em disco de papel, em placas de Petri contendo
meio de Mueller-Hinton, semeadas com suspensdes bacterianas de 3 cepas:
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Os discos contendo diferentes volumes do 6leo essencial
sem dilui¢cdo (1, 3, 5 e 10 pL/disco) foram adicionados as placas e incubados a 36°C
por 24 a 48 horas. Os resultados revelaram que o 6leo apresentou atividade
antimicrobiana sobre S. aureus e E. coli. Os halos de inibicdo do crescimento de E.
coli mostraram variacées entre 9,25 mm para 1 yL a 13,62 mm para 10 uyL do dleo
adicionado aos discos. Para S. aureus essa variagao foi de 8,35 mm para 1uL a
14,63 mm para 10 uL. Este éleo apresentou uma baixa atividade inibitéria sobre P.
aeruginosa, sendo que para os volumes de 1, 3 e 5 yL a bactéria se mostrou
resistente. Apenas para 10 uL foi verificado sensibilidade com formacao de um halo
de inibicdo de 8,32 mm.

No trabalho de Piantino (2008), foi estudada a extracdo de compostos
fendlicos de alecrim do campo com diéxido de carbono supercritico. Na atividade
antimicrobiana realizada por difusdo de disco, dentre os microrganismos testados (S.
aureus, E. coli. e C. albicans), apenas o S. aureus apresentou inibicdo do
crescimento com halos ao redor de 9 mm. Os extratos supercriticos e alcodlicos nao
apresentaram atividade frente a C. albicans e E. coli.

No caso de S. aureus, de acordo com NCCLS (2016), os halos de
interpretacdo de antibiograma usando gentamicina (10 yL) sdo: maior que 15 mm
sensivel, 13-14 mm intermediario e menor que 12 mm resistente. Para tetraciclina
(30 uL) os halos de interpretacao de antibiograma para S. aureus sao: maior que 19
mm sensivel, 15-18 mm intermediario e menor que 14 mm resistente. Para
norfloxacina (10 yL) os halos de interpretacdo de antibiograma para S. aureus séo:
maior que 17 mm sensivel, 13-16 mm intermediario e menor que 12 mm resistente.
Neste trabalho, o halo de inibicdo de S. aureus ATCC 29213 para 20 uL de dleo
essencial de alecrim do campo apresentou valor médio de 20,6 a 22,6 mm para o
método de difusdo em disco, indicando sensibilidade dessa cepa a essa
concentracédo desse composto.

A tabela 3 apresenta os valores médios de didmetro dos halos de inibicdo dos

antibioticos: gentamicina, norfloxacina e tetraciclina, obtidos para K. pneumoniae.
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Tabela 3. Halos médios de inibicdo (em mm) para os antibiéticos gentamicina,

norfloxacina e tetraciclina

Microrganismo Gentamicina  Norfloxacina Tetraciclina
Klebsiella pneumoniae 25,0+ 0,01 Sem halo 15,0 +£ 0,01

Os testes foram feitos em triplicata e os valores foram expressos como média
e desvio padréo.

A comparacdo dos resultados obtidos para 6leo de B. dracunculifolia em
relacdo aos discos de antibidticos mostraram que o halo de inibicdo do éleo foi maior
que os halos de inibicdo de gentamicina, norfloxacina e tetraciclina para K.
pneumoniae. De acordo com NCCLS (2016) os halos de interpretacdo de
antibiograma para K. pneumoniae usando gentamicina (10 yL) s&do: maior que 15
mm sensivel, 13-14 mm intermediario e menor que 12 mm resistente. Para
tetraciclina (30 uL) os halos de interpretacédo de antibiograma para K. pneumoniae
sdo: maior que 19 mm sensivel, 15-18 mm intermediario e menor que 14 mm
resistente. Assim, o halo de inibicdo de K. pneumoniae para o 6leo apresentou valor
meédio de 24 - 25 mm para 0 método de difusdo em disco, indicando sensibilidade
dessa cepa a essa concentracdo desse composto e para os antibioticos a K.
pneumoniae apresentou sensibilidade para gentamicina, resisténcia para

norfloxacina e sensibilidade intermediaria para tetraciclina (Figura 11).
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Figura 11. Teste de difusdo em disco com antibi6ticos de referéncia. (A) placa
com K. pneumoniae (1) disco contendo tetraciclina (30 uL), (2) disco de gentamicina
(10 pL) e (3) disco de norfloxacina (10puL).

5.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hexanico e etandlico de

Baccharis dracunculifolia pelo método de microdiluicdo em caldo

No método de microdiluicio em caldo, os extratos hexanico e etandlico de
Baccharis dracunculifolia apresentaram atividade antimicrobiana. Os valores de
inibicAo do crescimento bacteriano foram comparados com o controle negativo e
foram obtidos por leitura em leitora de microplaca Multiskan, com comprimento de
onda de 630 nm (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Método de microdiluicdo em caldo utilizando o extrato etandlico de

Baccharis dracunculifolia

Figura 13. Método de microdiluicdo em caldo utilizando o extrato hexanico de

Baccharis dracunculifolia

O Gréfico 1 demonstra os valores encontrados para a inibicdo de crescimento
bacteriano resultante do tratamento com diferentes diluicbes do extrato hexanico de
alecrim do campo em relacdo ao controle negativo, que consistiu de caldo MH e
inoculo das bactérias em teste. As barras representam as médias da inibicdo de
crescimento de acordo com o0 microrganismo e as diferentes concentracbes de
extrato. Os valores marcados por (*) e (#) representam aqueles que foram
estatisticamente diferentes do valor da maior concentracdo (20mg/mL). Ao observar
o grafico é possivel concluir que houve inibigdo significativa de mais de 50% nas
concentragcdes de 20 e 10mg/mL de extrato hexanico, tanto para S. aureus quanto
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para K. pneumoniae. Todos os valores foram estatisticamente diferentes do valor da

concentragéo de 20mg/mL.

o
=
5
E 150 -
@ Bl Staphylococcus aureus
2 ) :
'E Kiebsiella pneumoniae
o 100- L
(5]
2 '
=] - * ,
2 50- TR
= - - f
= 5 T . . #
3 i .l I . ailin, ! =
(=] - T T T T T T
i
> @\; & & . & & @\; g & y &
3 @ré ﬂ,& & @,& & & &
£ & o 9 e “ D &
» N LAV SN PN R

Concentragdo (mg/mlL)

Grafico 1. Inibicdo de crescimento bacteriano em relacdo ao controle negativo
obtido pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando o extrato hexanico de

Baccharis dracunculifolia

O Gréfico 2 demonstra os valores encontrados para a inibicdo de crescimento
bacteriano resultante do tratamento com extrato etandlico de alecrim do campo em
relacdo ao controle negativo. Ao observar o grafico podemos concluir que houve
inibicdo significativa de mais de 50% nas concentracfes de 20, 10, 5 e 2,5mg/mL de
extrato etandlico tanto para S. aureus quanto para K. pneumoniae. Os valores s6
foram estatisticamente diferentes da maior concentragcdo de 20mg/mL a partir de

2,5mg/mL para K. pneumoniae e de 1,25mg/mL para S. aureus.
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Grafico 2. Inibicdo de crescimento bacteriano em relagcdo ao controle negativo
obtido pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando o extrato etandélico de

Baccharis dracunculifolia

Nader (2010) fez o teste das concentragfes inibitorias minimas dos extratos
metandlico, cloroférmico e hexanico, preparados a partir das folhas de Baccharis
dracunculifolia na concentracédo de 10 mg/mL. Os extratos metandlico e cloroférmico
inibiram a multiplicagdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a partir de 0,5
mg/mL. O extrato hexanico, embora ndo tenha inibido a multiplicacdo de S. aureus
ATCC 25923, atuou sobre 45% das cepas de S. aureus isoladas de campo, com
concentracdo inibitéria minima de 10 mg/mL. Soares et al. (2013) obtiveram
concentracdo inibitéria de 1,5 mg/mL para o extrato hidroalcodlico de B.

dracunculifolia testado em cepas de S. aureus.
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6. Conclusao

No método de microdiluicdo em caldo, os extratos hexanico e etandlico de
Baccharis dracunculifolia apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas de S.
aureus e de K. pneumoniae. Para a avaliacdo de potencial de atividade
antimicrobiana dos extratos de alecrim do campo, o0 método de microdiluicdo em
caldo mostrou-se mais adequado que o método de difusdo em disco.

O oleo essencial de alecrim do campo apresentou inibicdo sobre as cepas de
S. aureus e de K. pneumoniae. Os discos contendo 20 pL de 6leo essencial sem
diluicdo apresentaram valores médios de halos de inibicdo 20,6 a 22,6 mm para S.
aureus e valores médios de halos de inibicdo de 24 a 25 mm para K. pneumoniae
pelo método de difusdo em disco. Esses valores ficaram maiores que os halos de
interpretacdo de antibiograma usando gentamicina, norfloxacina e tetraciclina,
indicando sensibilidade dessas bactérias ao 6leo essencial de alecrim do campo.

Nos estudos futuros s&@o necessarios testes de citotoxicidade celular e
fracionamentos dos extratos com identificacdo dos compostos antimicrobianos.

Considerando os resultados obtidos, o alecrim do campo oriundo do Cerrado
pode ser considerado uma espécie promissora para o desenvolvimento de farmacos

antimicrobianos.
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