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Resumo: O uso de plantas medicinais € datado desde a antiguidade. Em
virtude da grande dificuldade encontrada no tratamento de infeccdes
provocadas por bactérias multirresistentes, é notoria a necessidade de novas
substancias antimicrobianas que sejam eficazes no combate a microrganismos.
Piper arboreum é conhecida popularmente como pau-da-angola, apresenta
atividade antifungica, antibacteriana. O presente estudo teve como obijetivo
avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do Oleo essencial de Piper
arboreum (OEPar). O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clavenger. A andlise antibacteriana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em placas de 96 pocos. A composi¢cao quimica foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, onde foi
identificado B-copaen-4-a-ol como componente principal. O OEPar apresentou
MIC de 128 ug / mL contra S. aureus multirresistente e = 1024 ug / mL contra
E. coli. A combinacdo do OEPar com antibdticos apresentou efeito sinérgico
com norfloxacina e gentamicina contra S. aureuse, contra E. coli com o
antibiotico gentamicina. O presente estudo demonstrou que o 6leo essencial
obtido de Piper arboreum possui agdo antibacteriana e, interfere na agcao de
antibioticos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, essas pesquisas
se tornam importante na contribuicdo para desenvolvimento de futuras
metodologias no combate a infec¢des por bactérias multirresistentes.
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1. Introducéao

A familia Piperaceae engloba 12 géneros com cerca de 2000 espécies.
Piper se caracteriza como maior género desta familia com aproximadamente
700 espécies, das quais 266 ocorrem no Brasil (YUNCKER, 1972). Muitas
espécies deste género produzem 6leo essencial que apresentam em sua
composicdo monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, aldeidos,
cetonas e alcodis de cadeia longa (CYSNE et al., 2005).

Piper arboreum conhecida popularmente como pau-de-angola, jaborandi,
pimenta do mato, € um arbusto glabro de altura entre 2 a 4 metros, de
ocorréncia da América Central até o Sul do Brasil. E utilizada como anti-
reumatica, sudorifera, afrodisiaca e emoliente (GUIMARAES; MONTEIRO,
2006).

Universidade Regional do Cariri, email: vladya.freitas@gmail.com
Universidade Regional do Cariri, email: ana.cristina.erivanda@gmail.com
Centro Universitario Ledo Sampaio, email: jeffersondesalesbr@hotmail.com
Universidade Regional do Cariri, email: hdmcoutinho@gmail.com

A WON R



mailto:hdmcoutinho@gmail.com

XXl Semana de Iniciacao Cientifica da URCA
05 a 09 de novembro de 2018
Universidade Regional do Cariri

2. Objetivo
Este trabalho objetivou avaliar a atividade antibacteriana e o efeito
modulador do 6leo essencial de Piper arboreum Aubl.

3. Metodologia

O material vegetal foi coletado no Vale do Ribeira na Reserva Bioldgica
BOM JESUS. A exsicata foi transportada até o Herbario do Museu Botanico
Municipal de Curitiba (MBM) e Herbario das Faculdades Integradas Espirita
(HFIE) (LAWRENCE, 1951) e identificada com o numero 396412. A extracdo
do oOleo essencial de Piper arboreum (OEPar) foi realizada por hidrodestilacéo
em aparelho tipo Clevenger (WASICKY, 1963). A identificagdo dos constituintes
quimicos foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). Foram utilizadas linhagens padréo e
resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 06,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus aureus 10. Para os
testes de CIM e modulacéo foi utilizado o 6leo essencial na concentracédo de
1024 pg/mL. As culturas de bactérias foram diluidas em tubos de ensaio
contendo BHI identificados, em triplicata e, comparada a turbidez da solucao
com um controle de McFarland. Os Eppendorfs do teste foram preparados em
triplicata para cada bactéria e para cada substancia, cada um contendo 5 mL
de BHI a 10% + 500 pl do inéculo (correspondente a 10% da solucdo total)
para a CIM (NCCLS, 2003). Os antibioticos utilizados no teste foram
norfloxacina, eritromicina e gentamicina, na concentracdo inicial de 1024
Mg/mL.

Para determinacdo da CIM foram adicionados 100 pl dos indculos em cada
poco da placa contendo 96 poc¢os e, em seguida feita a microdiluicdo seriada,
em triplicata, com a solugédo de 100 uL de cada 6leo, por coluna, variando nas
concentracfes de 512-0,5 ug/mL. As placas foram incubadas a 35 = 2 ° C,
durante 24h. A determinacdo da CIM bacteriana foi feita utilizando-se a adigcéo
de 25 pL de resazurina em cada pogo e observagao ocular apos 20 minutos.
Para verificar a modulagdo do efeito antibacteriano dos antibiéticos foi utilizado
o método proposto por Coutinho et al. (2008). Foram preparados tubos
eppendorf contendo cada um deles as substancias em volume correspondente
a concentracdo sub-inibitoria (CIM/8), quantidade de BHI 10 % variavel de
acordo com o volume da concentracdo sub-inibitoria e 150 yL da suspenséao
bacteriana (correspondente a 10% da solugdo). Para o controle foram
preparados tubos eppendorf com 1,5 mL de solugdo contendo 1.350 uL de BHI
(10 %) e 150 pL de suspensdo de microrganismos. A placa foi preenchida no
sentido numeérico adicionando-se 100 yL desta solugdo em cada pogo. Em
seguida, feita a microdiluicdo seriada com 100 pL do antibiético e incubadas a
35 + 2 ° C, durante 24h. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey, usando o Software GraphPad Prism. Diferencas
com p <0,05 foram consideradas significativo.

4. Resultados

O Oleo essencial de Piper arboreum teve um rendimento de 0,23%. Foram
identificados 15 componentes, representando 83,58% da composicdo, dos
guais 5,57% sao monoterpenos oxigenados, 44,57% sao sesquiterpenos
oxigenados, 33,43% sao sesquiterpenos nao oxigenados, tendo como
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principais constituintes B-copaen-4-a-ol 31,38% e muurola-4,10(14)-dien-1-3-ol
17,32%. Tal resultado diverge com o encontrado por Silva et al (2014), que
identificaram biciclogermacreno (28,7%) como componente majoritario nesta
espécie.

O 6leo essencial de P. arboreum apresentou MIC = 128 pg/mL contra
Staphylococcus aureus resistente e = 1024 pg/mL contra Escherichia coli
padrdo e resistente. Salleh et al. (2014), encontraram fraca atividade do 6leo
essencial de Piper abbreviatum contra S. aureus. O 6leo essencial mostrou
fraca atividade contra E. coli, tal achado pode ser explicado pela presenca da
membrana externa na ceélula gram-negativa, que dificulta a passagem dos
componentes presentes nos 0Oleos essenciais e de outras moléculas como
antibiéticos (OLADIMEJI et al., 2004; HOLLEY; PATEL, 2005).
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Figura 1: Oleo essencial das folhas de Piper arboreum (OEPar) em associacdo com
antimicrobianos contra Staphylococcus aureus.
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Figura 2: Oleo essencial das folhas de Piper arboreum (OEPar) em associacdo com
antimicrobianos contra Escherichia coli.

Na avaliacdo do efeito modulador, a combinag¢ao do oOleo essencial de P.
arboreum (Figura 1) com os antibiéticos norfloxacina e gentamicina provocou
diminuicdo da CIM contra S. aureus, indicando sinergismo na associacao
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destes tratamentos, enquanto que para E. coli foi observado sinergismo apenas
na associacdo com gentamicina, para norfloxacina nao foi observado efeito
significativo (Figura 2). As bombas de efluxo presentes na membrana
plasmatica de E. coli (VAN BAMBEKE et al., 2003) podem esta relacionadas
com o resultado indiferente encontrado na combinagdo com norfloxacina.

O sinergismo entre o Oleo essencial de P. arboreum e os antibioticos
norfloxacina e gentamicina contra S. aureus pode ser atribuido as alteracdes
na permeabilidade da parede e membrana celular do microrganismo, que pode
facilitar a passagem de drogas que atuam no interior da célula, como o0s
aminoglicosideos e norfloxacina (COUTINHO et al., 2008).

Eritromicina ndo apresentou nenhum resultado significativo frente as
cepas utilizadas, essa indiferenca pode ser atribuida aos mecanismos de
resisténcia que estas cepas podem ter desenvolvido para este antibiético,
como as bombas de efluxo presentes em E. coli (MCMURRY et al., 1980).

5. Concluséo

Os resultados obtidos nesse estudo demostraram que o 6leo essencial de
Piper arboreum possui atividade contra S. aureus e atua na modulacdo de
antibiéticos. Esses achados se tornam importantes na busca por novas terapias
eficazes para infeccbes desencadeadas por bactérias multirresistentes.
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