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RESUMO

A Piper obliqguum tem seu uso disseminado como analgésico e antiartritico na medicina tradicional da Guiana e
Equador. No Brasil, a espécie ndo tem seu uso disseminado, contudo pode ser encontrada na Estacdo Ecoldgica de
Cunia (ESEC-Cunid), no municipio de Porto Velho, Ronddnia. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial, extrato etandlico e fragcdes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
acetona) provenientes da planta, frente as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e a espécie
fangica, Candida sp. Para a observagdo preliminar da atividade antimicrobiana utilizou-se o teste de difusdo em
agar e, posteriormente, teste de microdiluicdo em meio liquido, a fim de obter a concentragdo inibitéria minima
(CIM) e avaliar a viabilidade celular. As CIMs do extrato etanélico e fragGes variaram entre 0,125 e 2,0 mg-mL !
frente a S. aureus e de 0,062 e 0,5 mg-mL* frente 8 MRSA. Os valores de viabilidade celular foram relevantes
para a fracdo acetato de etila, corroborando com os resultados das CIMs para a mesma fracdo. Quanto ao dleo
essencial, este demonstrou atividade frente a S. aureus e MRSA, no teste de difusdo em agar, com halos de inibicéo
17,0 e 11,0 mm, respectivamente.

Palavras-chave: ESEC-Cunid. Staphylococcus aureus. MRSA.

ABSTRACT

Piper obliquum has its widespread use as analgesic and antiarthritic in traditional medicine in Guyana and Ecuador.
In Brazil, the species does not have its widespread use, however it can be found in the Cunia Ecological Station
(ESEC-Cunid), in the municipality of Porto Velho, Rondonia. This study aimed to evaluate the antimicrobial
activity of the essential oil, ethanol extract and fractions (hexane, chloroform, ethyl acetate and acetone) from the
plant, against bacterial species Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistant to methicillin (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and the fungal species, Candica sp. For the
preliminary observation of the antimicrobial activity, the diffusion test was used in agar and subsequently, the
microdilution test in liquid medium, in order to obtain the minimum inhibitory concentration (MIC) and evaluate
cellular viability. The MICs of the ethanol extract and fractions ranged from 0.125 to 2.0 mg mL " against S. aureus
and 0.062 and 0.5 mg mL* against MRSA. The cell viability values were relevant for the ethyl acetate fraction,
corroborating with the results of MICs for the same fraction. In relation to essential oil, it showed activity against
S. aureus and MRSA, in the agar diffusion test, with inhibition halo 17.0 and 11.0 mm, respectively.

Keywords: ESEC-Cunid. Staphylococcus aureus. MRSA.

1. INTRODUCAO
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No Brasil sdo encontradas cerca de 170 espécies do género Piper, de um total de 700
distribuidas em regiGes tropicais [1], podendo se apresentar sob a forma de ervas, lianas,
arbustos ou arvores, com folhas assimétricas e espigas opostas as folhas [2,3]. As espécies deste
género sdo muito utilizadas na medicina tradicional para tratar de dores, reumatismo, artrite,
micoses, infeccOes urinarias, insdnia, afec¢des da pele, entre outras [4,5,6].

O interesse pelo potencial fitoterapico do género Piper evoluiu demasiadamente a partir
do século XIX [7] e pode ser explicado pela presenca de metabdlitos secundarios de interesse
farmacoldgico, que sdo presenca marcante no género [8]. Alguns deles com comprovadas
atividades antiinflamatoria [9], antitumoral [10], antifangica [11], ansiolitica [12] e
antidepressiva [13].

Insere-se nesse contexto, a espécie Piper obliqguum, conhecida como Anis do Oriente,
por seu aroma marcante, que tem seu uso disseminado na Guiana e Equador como analgésico
e antiartritico [14].

Os estudos a respeito da espécie ainda sdo incipientes, até o presente momento, isolou-
se 0 obliquol A e B das inflorescéncias e das folhas da P. obliquum, colhida no Valle Del Sacta,
em Cochabamba, Bolivia, que demonstraram atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana
[15]. Guerrini et al [16] elucidou os compostos constituintes do 6leo essencial da espécie no
Equador, bem como com a espécie coletada no Parque Nacional de Altos de Campana no
Panamé [17]. Martdo [18] observou expressiva atividade antioxidante das folhas e galhos de
P. obliguum coletada em Ronddnia, na ESEC-Cunia e Aizzo [19] realizou um estudo sazonal
do 6leo essencial da P. obliquuml, encontrando divergéncias quanto a sua composi¢do quimica.

O fato da divergéncia dos constituintes quimicos encontrados por Aizzo, em relacdo aos
trabalhos citados [19], pode estar relacionado aos fatores externos, tais como sazonalidade,
ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo UV, nutrientes disponiveis,
poluicédo atmosferica, altitude, inducéo por estimulos mecénicos ou ataque de patdgenos, idade
da planta, que influenciam na producdo dos metabdlitos secundarios, responsaveis pela
bioatividade das plantas [20].

Neste trabalho, realizou-se o estudo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial, do
extrato e fragcOes da Piper obliqguum, coletada na ESEC-Cunid, com o intuito de avaliar seu

potencial frente a microrganismos geradores de patogenias em seres humanos.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1 MATERIAL VEGETAL, PREPARACAO DO EXTRATO, FRACOES E OLEO
ESSENCIAL

As folhas e galhos da Piper obliquum foram coletadas no periodo da manh&, no més de
agosto, na area de estudo que faz parte da ESEC-Cunid, localizada no municipio de Porto Velho
- Rondbnia, Brasil [21] (Figura 1). O material testemunho foi obtido por Aizzo [19] n°® 133 e
foi depositado no Herbario Rondoniense (RON), sob 0 n°® RON 4696, sendo identificada pelo
Herbério do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Figura 1: Mapa da Estacdo Ecologica de Cunid, localizada no municipio de Porto Velho —
RO, area de estudo do PPBio (Programa de Pesquisa em Biodiversidade).

O extrato etandlico da P. obliquum (EEPO) foi preparado com as folhas e galhos (1,78

kg), os quais foram submetidos a secagem em estufa a 40 °C e colocados em contato com etanol
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(95% v/v) por sete dias, com agitacdo ocasional. O material foi filtrado e o solvente evaporado
em evaporador rotativo (marca Fisaton), resultando em 56,619 de extrato etandlico.

Parte do extrato (28,0 g) foi submetido a coluna cromatogréafica em Silica gel 60, 230-
400 mesh (marca Vetec) para obtencdo das fracdes, sendo eluida em ordem crescente de
polaridade: hexano (FHEX), CHCI3 (FCHCI3), EtOAc (FEtOAC) e acetona (FAcet). O solvente
de cada um foi evaporado em evaporador rotativo (marca Fisaton) e os produtos foram
reservados para posterior realizacdo dos testes antimicrobianos, bem como o restante do extrato
etanolico (28,61 g).

O ¢leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo em extrator de Clevenger, utilizando a
metodologia de Aizzo [19] e, o volume obtido, foi conservado em congelador para evitar

volatilizacdo dos componentes e envolto em papel aluminio, diminuindo sua exposicéo a luz.

2.2 TESTES ANTIMICROBANOS

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do CEPEM
(Centro de Pesquisa em Medicina Tropical), seguindo os POPs (Procedimentos Operacionais
Padrao) [22, 23], seguindo os protocolos do CLSI (Clinical and Laboratory Standards) [24] com
modificagdes sugeridas por Cursino e Pieri [25] e [26].

2.3 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR COM POCO

Para o teste de difusdo em agar com poco 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 fungica Candida sp. (ATCC 14053).

O teste de difusdo em &gar com poco,em triplicata, para o extrato etandlico, fragdes e
oleo essencial das folhas de P. obliqguum, foi realizado com a finalidade de verificar a
sensibilidade dos microrganismos a estas amostras, coforme descricbes dos POPs. O
crescimento bacteriano foi realizado em meio LB (meio nutritivo Luria Bertani) e incubados
“overnight” a 37°C em agitacdo constante para a obtencao de uma turvacdo comparada ao
padrdo 0,5 na escala de MacFarland (aproximadamente 1,5x108 UFC.mL™1). Antes de ser
inoculado na placa foi diluido para se chegar a uma concentragdo de aproximadamente 5x10°
UFC.mL?, sendo semeadas em seguida, com o auxilio deum swab, na superficie das placas de

Enviado em: 20/03/2019 - Aprovado em: 02/06/2019




SOUTH AMERICAN JOURNAL
v.6, n.1, p. 48-66, 2019

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

Petri, contendo camada dupla, sendo a inferior de 10 mL de caldo &gar Mueller Hinton,
acrescida de 15mL de caldo LB.

O extrato e fracBes foram diluidos em etanol (95%v/v) para uma concentracdo de 10
mg-mL?, sendo também o etanol seu controle negativo.

O Oleo essencial foi diluido em DMSO (dimetilsulfoxido) para se chegar a
concentragdes de 10, 25 e 50 mg-mL™,

Como controle positivo, utilizou-se Cloranfenicol diluido em &gua para inje¢do na
concentragdo de 10 mg-mL™. Com um micropipetador, as solugbes contendo as amostras
(extrato, fragcdes e Oleo essencial) e os controlesforam aplicadas em seus respectivos pogos na
quantidade de 40 pL cada.

Apds a aplicacdo das solugcbes dos produtos naturais, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica (marca FANEM) a 37°C por 24 horas. Os halos formados foram medidos

com haldmetro [25, 26].

2.4 MICRODILUICAO EM MEIO LIQUIDO PARA OBTENCAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM)

O teste de microdiluicdo em meio liquido foi realizado para determinar a concentragdo
inibitéria minima (CIM), sendo utilizadas as amostras que apresentaram halos de inibi¢do no
teste de difusdo em agar. O teste foi realizado em duplicata com trés repeti¢des, no intervalo de
sete dias entre cada repeticdo. Ressalta-se que o 6leo essencial ndo foi submetido a este teste
devido ao fato de haver quantidade insuficiente.

O presente teste foi realizado em microplaca de 96 pogos, onde 100 ulde caldo LB
foram inseridos em todos os pocos. Nos pog¢os da coluna 1 foram acrescidos 60 pL do meio e
40uLdas amostras da P. obliquum, em duplicata (linhas A e B). Ainda na coluna 1, linhas C e
D, foi repetido 0 mesmo procedimento para outra amostra; sendo o procedimento repetido para
todas as demais amostras da planta, incluindo o controle positivo (Cloranfenicol) (Figura 2).

Em seguida, uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada pogo da coluna 1 foi
transferido para os pogos da coluna 2 e homogeneizado, 0 mesmo volume foi transferido para
a coluna 3, repetindo-se este procedimento até a coluna 10, e desprezando-se apos
homogeneizagao os 100 pL em excesso da dilui¢ao. Com este procedimento foi possivel obter,

ao final, as concentragdes em ordem decrescente de: 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062, 0,031, 0,015,
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0,008, 0,004 mg.mL"%. Completaram-se os orificios da coluna 1 a 10 (amostras e controle) com
60 puL de meio LB.

Cont.
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Legenda: Placa de microdiluigdo - 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 fragdo da P. obliquum)-marrom, G e H (Cloranfenicol)-
roxo; todas as amostras estdo nas concentragdes 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 o 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 o
meio LB.

Figura 2: Representacdo da placa de microdiluicdo em meio liquido para a determinagdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM).

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

Ao final de todo o procedimento, 20 pL do corante resazurina foi aplicado nos 96 pogos
e a placa incubada em estufa bacteriologica (marca Fanem) a temperatura de 37 °C, sendo
retiradas para observagdo da CIM em 48 horas.

No momento da leitura, observa-se que a presenca de coloracdo rosa nos pogos foi
interpretada como proliferagdo bacteriana, enquanto que a persisténcia da cor violeta foi
considerada como acdo inibitoria das amostras da planta.

Foram confeccionadas placas separadas de controle dos extrativos vegetais e do controle
negativo (solvente). A observacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi realizada de
forma visual, sendo definida como a menor concentracdo na qual ndo houve mudanca de

coloragéo do violeta para rosa.
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As placas foram submetidas a leitura de absorbancia em 630 nm, em
espectrofotdmetro de microplacas (marca Thermo Plate). Os valores obtidos foram analisados
para observar a viabilidade celular das amostras da P. obliquum, de acordo com metodologia
de Rozzato [27].

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade utilizando o programa computacional GraphPad Prism 6.0 para a confec¢éo

dos graficos estatisticos.

2.5 CALCULO DA VIABILIDADE CELULAR

A equacdo, descrita abaixo, foi utilizada para se observar a viabilidade de cada
microrganismo sob a a¢do de cada amostra da planta (extrato e fracdes) para cada concentracao
aplicada a eles.

% Inibicdo do crescimento microbiano=[1- (Ac/A0)]x100

Onde,

A= média das absorbancias por concentracdo de substancia testada e ja subtraida do
valor da absorbéancia obtida para cada concentracdo de substancia, sem a adicdo do inoculo
(somente extrativos vegetais).

Ao= média das absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia
testada) [27].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade antimicrobiana utilizando o teste de difusdo em &gar para o
6leo essencial, extrato e fragdes da P. obliquum foram importantes para definir a atividade
preliminar dos produtos provenientes da planta. Com os dados obtidos foi possivel direcionar
a avaliacdo para determinar a Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e a viabilidade celular
destes produtos naturais.

No teste e difusdo em &gar para o 6leo essencial observou-se a formacdo de halos de

inibicdo de 17 e 9 mm nas concentragdes de 50 e 25 mgl-mL™, respectivamente, frente a S.
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aureuse 11 mm na concentragio de 50 mg.mL™?, frente 8 MRSA. No controle positivo houve a
formacéo de halos de inibigdo que variaram de 20 a 43 mm, demonstrando a sensibilidade das
bactérias ao Cloranfenicol. Nao houve formacéo 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. (Tabela 1).

Na tabela 1, o EEPO demonstrou atividade antimicrobiana frente as bactérias S. aureus

e MRSA, com a formacdo de halos de inibicdo de 12 e 10 mm, respectivamente.

Tabela 1. Média aritmética e desvio padrdo dos halos de inibicao do teste de difusdo em
agar para o 6leo essencial, extrato etanolico e fracdes da P. obliquum espécies bacterianas e

fangica.
Am Concentracgéo ( S.a M B P K C
ostra mg/mL™) . RSA .C. a. p. SP.
Oleo 50 17 11 - - - -
essencial +14 +1,4
25 o+ - - - - -
1,4
10 - - - - - -
EEP 12 10 - - - -
0 +0,0 +0,0
FHE 10 7+ - - - - -
X 1,4
FCH - - - - - -
Cls
FEt 11 12 - - - -
OAcC +14 +0,0
FAC - - - - - -
et.
C+ + + + H + + +
C- - - - - - - -

Legenda: S. a. = Staphylococcus aureus; MRSA = Staphylococcus aureus resistente a meticilina; E. ¢. =
Escherichia coli; P. a. = Pseudomonas aeruginosa; K. p. = Klebsiella pneumoniae; C. sp. = Candida sp.; EEPO
= extrato etandlico; FHEX=fra¢do hexano; FCHCIs=fragdo CHCls; FEtOAc=fracdo EtOAc; FAcet.=fracdo
acetona; C + = controle positivo (Cloranfenicol); C - = controle negativo, DMSQO para o 6leo essencial e etanol
para o extrato e fracOes; (-) Auséncia de halos de inibicdo microbiana; (+) Presenca de halos de inibigcdo
microbiana.

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.
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Ao analisar a variabilidade sazonal do 6leo essencial da P. obliquum coletada na Estacéo
Ecoldgica Cunid, no més de agosto de 2012, Aizzo [19] concluiu que a espécie havia passado
por estresse devido as variacOes de temperatura e/ou regime hidrico, teorizando que o 6leo
coletado neste periodo foi sintetizado por dupla origem biossintética, uma vez que formou, além
dos terpenos, um fenilpropandide (metil-eugenol).

Ainda segundo Aizzo [19], neste periodo, dentre as 40 substancias identificadas
no Oleo essencial, as maiores concentragdes aconteceram no més de agosto para os terpenos o-
pineno (37,7%), B-pineno (15,7%), canfeno (22,6%) elimoneno (2,3%), cujas concentracdes
variaram em todos os periodos das coletas.

A acdo antimicrobiana do 6leo essencial da P. obliquum poderia ser justificada por sua
constituicdo quimica, uma vez que seus compostos majoritarios podem ser considerados
agentes com potencial atividade bioldgica, como exemplo, tem-se o trabalho de Leite et al [28]
que, avaliando o potencial inibitério de a e B-pineno, comprovou a agdo de ambos frente a S.
aureus, S. epidermidis, S. pyogenese, S. pneumoniae. O 6leo essencial de P. guineense, tendo
0 B-pineno como substincia majoritaria e a-pineno como a quarta substancia mais abundante,
também teve sua atividade comprovada sobre as espécies E. coli e P. aeruginosa nas pesquisas
de Oyedeji [29] . O limoneno demonstrou eficacia antimicrobiana contra S. uberis, sugerindo a
possibilidade de seu uso in vivo [30].

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 (Procedimentos Operacionais Padrdo para Antibiograma com Produtos Naturais) [22],
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 ndo foi observada formacéo de
halos em torno do pocgo, indicando que este ndo esté interferindo nos resultados das atividades
antimicrobianas das amostras testadas.

Astuti et al [31] testou a atividade do extrato etandlico das folhas de P. crocatum, que
apresentou halos de inibicdo nas placas de difusédo em agar de 14 e 16 mm, nas concentracfes
0,5 e 0,24 mg.mL?, respectivamente, frente a S. aureus.

Valle-Junior et al [32], estudando o extrato etanolico da Piper betle, na concentracao de
2,5 mg.mL?, obteve halos de 38 mm frente 8 MRSA, e 17 mm em placas com P. aeruginosa,e
a fracdo metanolica apresentou halos de 34 e 15 mm, respectivamente, frente aos mesmos

microrganismos.
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O extrato etandlico da P. arboreum possui atividade frente a S. aureus com halos de 15
mm, mas ndo apresenta atividade frente a E. coli[33]. Em testes realizados por Zarai et al [34],
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 o extrato etandlico, porém ndo demonstrou atividade frente
a K. pneumoniae quando testados com as fragdes EtOAc e CHCIs. A mesma planta demonstrou
atividade antimicrobiana para as demais bactérias testadas, onde as fragdes EtOAc, CHCIz e
MeOH frente a S. aureus, P. aeruginosa e E. colie para o extrato EtOH e fracdo hexano apenas

para S. aureus.

3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
VIABILIDADE CELULAR PARA O EXTRATO ETANOLICO E FRACOES DA P.

obliguum.

Para a realizacao do teste de microdiluicdo em meio liquido utilizou-se o EEPO, FHEX
e FEtOAC da Piper obliqguum por terem demonstrado atividade no teste de difusdo em agar
frente a S. aureus e MRSA.

Os resultados das CIMs das atividades antimicrobianas sugerem que o extrato etandlico
e fracOes testadas da P. obliquum apresentaram capacidade de inibir o crescimento de

microrganismos até determinadas concentracGes (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para o teste de microdiluicdo em meio
liquido em diferentes concentracdes para 0 EEPO, FHEX e FEtOAc da P. obliquum 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 ndo utilizada; C+=controle positivo (Cloranfenicol).

O teste de microdiluicdo em meio liquido é considerado uma metodologia adequada
para a observacao e determinacdo da concentracao inibitéria minima (C1M). Ostrosky et al [35]

relata que o método da microdiluicdo para determinacdo da CIM, desenvolvido por Eloff [36],
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¢ muito utilizado devido as suas caracteristicas, tais como, economia de reagentes,
reprodutibilidade e confiabilidade.

A CIM, na placa de microdiluicdo em meio liquido, pode ser visualizada através da
conversdo do corante resazurina, de cor violeta, em resofurina, de cor rosa, na presenca de
reagdes metabolicas microbianas, indicando o crescimento destes microrganismos através de
uma reacdo de oxirreducdo. A resazurina é reduzida por varios compostos da cadeia respiratoria
da célula, transformando-se em resofurina[37,38].

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 conversdo do corante
resazurina em resofurina, indicando auséncia de metabolismo por parte do microrganismo
(Figura 3).

Controle de esterilidade
do meio

EEPO

ol
o ]

FEtOAc {
Controle i
positivo 15

|

Controle de
viabilidade
celular

Figura 3: Teste de microdilui¢do em meio liquido para o EEPO, FHex e FEtOAc da P. obliquum frente
a bactéria S. aureus em 48 horas.

Ao comparar as CIMs destas amostras com o controle positivo (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 8 MRSA utilizou-se 0 EEPO e a FEtOAC e 0s mesmos demonstraram
valores de 0,5 e 0,062 mg.mL e, ao compara-las a CIM do controle positivo (0,004 mg.mL™)

observam-se atividades antimicrobianas menos eficientes para estas amostras (Figura 4).
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Figura 4: Teste de microdiluicdo em meio liquido para 0 EEPO e FEtOAc da P. obliquum frente & bactéria
MRSA em 48 horas.

O POP (Procedimento Operacional Padréo para Ensaios de Microdiluicdo em Meio de
Cultura Liquido com Produtos Naturais sobre Bactérias) [23] utilizado para a microdiluicdo em
meio liquido ndo propde uma classificagdo da atividade antimicrobiana das amostras testadas,
permitindo, assim, a adocdo de pardmetros oferecidos por outros autores, como o de Rios e
Recio [39], por exemplo, que descrevem que 0s extratos que apresentam CIM inferiores a 0,1
mg.mL" sdo considerados promissores.

Duarte et al [40] propde que o0s 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 [41], 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 classificacfes ao resultado obtido para EEPO e FHEX, pode-se
verificar que estes apresentaram atividade fraca frente a S. aureus (2 mg.mL™ para ambas). A
mesma avaliacdo pode ser aplicada ao EEPO frente 8 MRSA (0,5 mg.mL™?) concluindo que

esta apresentou-se como uma fragao forte na presenca deste microrganismo. Ainda diante desta
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classificacdo, 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™).

Para Fennel et al [42], estas variacGes em relacdo a CIM das plantas séo atribuidas a
varios fatores, como a escolha da técnica aplicada, a época de coleta da planta, a concentracdo
dos extratos testados e 0 modo de preparo das amostras. Ainda, segundo o autor, diante destas
variaveis, conclui-se que ndo existe método padronizado para os resultados das atividades
antimicrobianas quando se trata de produtos naturais.

Analisando a figura 5 observa-se 0 aumento da viabilidade celular, indicando o
desenvolvimento do microrganismo a medida que as concentracdes das amostras da P.

obliquum e do controle positivo diminuem.

S. aureus
100 4 mm CP (Cloranfenicol)

£ w0l Em EEPO
= mm FHEX
§ 60.- mm FEOAC
o
g
=
B 204
>

0

T NP P PSS S
o
O v o o° o of of

Concentragoes (mg/mL)

Figura 5: Percentual de viabilidade celular em diferentes concentra¢des do EEPO, FHEX, FEtOAc e controle
positivo frente a S. aureus.

A viabilidade celular do microrganismo frente ao EEPO se mantém semelhante a agéo
do controle positivo até a concentragdo de 0,5 mg.mL™, porém a partir 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 abaixo de 50% até a concentracdo de 1 mg.mL™,
mantendo a viabilidade acima de 50% a partir de 0,5 mg.mL™,

Em comparagdo com as demais amostras, a FEtOAc demonstrou maior controle sobre
o desenvolvimento bacteriano, mantendo valores bem préximos entre si nos intervalos das
concentragdes 2-1mg.mL* (13,52-15,38% de viabilidade celular), 0,5-0,125 mg.mL™ (28,66-
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31,04%) e 0,062-0,031 mg.mL™ (43,22-42,77%), perdendo totalmente sua atividade a partir da
concentragdo de 0,015 mg.mL?, quando a viabilidade celular ultrapassa 70% de
desenvolvimento bacteriano.

A figura 6 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.

MRSA

100 4 mm CP (Cloranfenicol)
E a0 BEm EEFOD
* mm FEtOAC
= 604
LE]
o
g 401
2
g 204

ﬁ-

I T - B T = Bl L~
L S oo
e Q:‘ QE? Q? Q? Q‘Q& Qﬁ

Concentragdes (mg/mL)

Figura 6: Percentual de viabilidade celular em diferentes concentra¢Ges do EEPO, FEtOAc e controle positivo
frente a MRSA.

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

Semelhantemente aos resultados do S. aureus, a FEtOAc demonstrou maior eficiéncia
no combate a MRSA, mantendo valores de viabilidade proximos entre si e abaixo de 50%, nos
intervalos 1 - 0,25 mg.mL™.

Quanto ao controle positivo, este manteve sua acgdo evidente com 50% de viabilidade
de MRSA até a concentragdo de 0,062 mg.mL™?, demonstrando maior eficiéncia em relago as
amostras da P. obliqguum, porém a FEtOAc acompanha sua atividade até a concentracdo de
0,031 mg.mL™,

De forma geral, os resultados obtidos ap6s analise da viabilidade celular indica que, para

as amostras da P. obliquum com atividades, a medida que as concentragdes diminuem, seu

Enviado em: 20/03/2019 - Aprovado em: 02/06/2019




SOUTH AMERICAN JOURNAL
v.6, n.1, p. 48-66, 2019

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

potencial antimicrobiano também diminui. Esse fato pode ser explicado pelo sinergismo dos
compostos bioativos e/ou pela influéncia da metodologia empregada [43].

Vale ressaltar também a importancia da continuidade das pesquisas voltadas para
atividade antimicrobiana da P. obliquum, no intuito de perfazer um perfil de atividade bioldgica

da planta.

CONCLUSAO

O oleo essencial das folhas da P. obliquum demonstrou atividade antimicrobiana frente
a S. aureus e MRSA, para o teste de difusdo em agar, porém nao foi testado para microdiluicdo
em meio liquido, necessitando ainda, ter sua CIM e viabilidade celular determinadas como as
demais amostras.

Entre todas as amostras da planta, em ambos os testes antimicrobianos, difusdo em disco
e microdiluicdo em meio liquido, a fracdo acetato de etila (FEtOAc) foi a que demonstrou
melhor atividade antimicrobiana frente a S. aureuse MRSA, gerando uma CIM de menores
valores entre as demais, 0 que sugere um 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 composicdo quimica e mecanismo de acdo dessas substancias frente aos
microrganismos sensiveis a elas, para posteriores pesquisas em relacdo a sua atividade
bioldgica.

Os resultados obtidos para o Oleo essencial, extrato etandlico e fragdes da Piper
obliqguum sugerem que planta, obtida na ESEC Cunid, pode ser uma candidata em potencial
para novas pesquisas e desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos a partir dos

compostos fixos da espécie.
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