UNILEAO
CENTRO UNIVERSITARIO LEAO SAMPAIO
CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

FABRICIO FERNANDES DE MELO CARDOSO

CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum
verum (CANELA)

Juazeiro do Norte — CE
2018



FABRICIO FERNANDES DE MELO CARDOSO

CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum
verum (CANELA)

Artigo cientifico apresentado a Coordenacao do
Curso de Graduag¢ao em Biomedicina do Centro
Universitario Ledo Sampaio, em cumprimento as
exigéncias para a obtencdo do grau de bacharel
em Biomedicina.

Orientador: Esp. Cicero Roberto Nascimento
Saraiva

Juazeiro do Norte — CE
2018



FABRICIO FERNANDES DE MELO CARDOSO

CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum
verum (CANELA)

Artigo cientifico apresentado a Coordenacao do
Curso de Graduag¢ao em Biomedicina do Centro
Universitario Ledo Sampaio, em cumprimento as
exigéncias para a obtencdo do grau de bacharel
em Biomedicina.

Orientador: Esp. Cicero Roberto Nascimento
Saraiva

Data de aprovacdo:  / /

BANCA EXAMINADORA

Prof(a): Esp. Cicero Roberto Nascimento Saraiva
Orientador

Prof(a): Esp. Francisco Yhan Pinto Bezerra
Examinador 1

Prof(a): Esp. Livia Maria Garcia Leandro
Examinador 2



CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum
verum (CANELA)

Fabricio Fernandes de Melo Cardoso'; Cicero Roberto Nascimento Saraiva?
RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo quimica e avaliar a atividade
microbiana e modulatoria do 6leo essencial de Cinnamomum verum. Foi obtido o 6leo essencial
das cascas de Cinnamomum verum, e identificado os compostos quimicos do 6leo essencial por
meio de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, verificou-se o efeito
antimicrobiano de Cinnamomum verum frente a bactérias padrdes e multirresistentes e realizou-
se diferentes combinag¢des com concentragdes diferentes de 6leo essencial, e antibioticos. Para
avaliar o o6leo essencial como modulador da acdo antibidtica, a CIM de antibidticos
(aminoglicosideos) foi avaliado na presenga e auséncia das substincias e do 6leo em
microplacas estéreis. Os componentes majoritarios observados apos a realizagdo da
cromatografia foram: linalol (53,53%) e aldeido cindmico (30,66%). Em relacdo a atividade
antibacteriana, o 6leo essencial extraido das cascas de Cinnamomum verum, ndo apresentou
atividade, sendo obtidos resultados > 1024 pg/mL em todas as espécies de bactérias testadas.
Em relacao a modulagdo, obteve resultados satisfatorios quando associou o produto natural com
os antibidticos apenas para Sthaphylococcus aureus, ou seja, o produto natural possui
efetividade na inibi¢dao de crescimento. Conclui-se que ndo foi possivel observar que a agdo
antibacteriana do 6leo essencial de Cinnamomum verum frente a cepas testadas, porém obteve-
se resultados satisfatorios apenas para S. aureus no teste de modulacdo. Porém ¢ necessario
realizagdo de novas pesquisas, para analisar a toxidade e efetivagdo das atividades
antimicrobianas desse produto natural.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana. Cinnamomum verum. Oleo essencial.

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE
ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF
Cinnamomum verum (CANELA)

ABSTRACT

The objective of the present work was to perform the chemical characterization and to evaluate
the antibacterial and modulatory activity of the essential oil of Cinnamomum verum. The
essential oil was obtained from the shells of Cinnamomum verum, and the chemical compounds
of the essential oil were identified by means of Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry, the antimicrobial effect of Cinnamomum verum was verified against standard
and multiresistant bacteria and different combinations with different concentrations of essential
oil, and antibiotics. To evaluate the essential oil as a modulator of the antibacterial action, the
MIC of antibiotics (aminoglycosides) was evaluated in the presence and absence of the
substances and the oil in sterile microplates. The major components observed after the
chromatography were: linalol (53.53%) and cinnamic aldehyde (30.66%). In relation to the
antibacterial activity, the essential oil extracted from the barks of Cinnamomum verum, did not
present activity, obtaining results > 1024 ng / mL in all species of bacteria tested. Regarding
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the modulation, it obtained satisfactory results when it associated the natural product with the
antibiotics only for Sthaphylococcus aureus, that is, the natural product has effectiveness in the
inhibition of growth. It was concluded that it was not possible to observe that the antibacterial
action of Cinnamomum verum essential oil against tested strains, however, results were
satisfactory only for S. aureus in the modulation test. However, new research is needed to
analyze the toxicity and effectiveness of the antimicrobial activities of this natural product.
Keywords: Antibacterial. Cinnamomum verum. Essential oil.

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo na maioria das vezes utilizadas por comunidades
tradicionalmente com intuito de prevengdes, alivios e curas de algumas patologias. Desde as
primeiras civilizagdes, o homem procura uma relagdo com o ambiente que o rodeia com intuito
de aprimorar seus conhecimentos para uma melhor utilizacdo de seus recursos, como por
exemplo, as plantas medicinais. Essas propriedades dos produtos naturais estdo sendo mais
utilizadas e suas descobertas estdo sendo repassada pra seus sucessores (BADKE, 2008;
DUTRA, 2009).

Com a relevancia dos estudos com plantas medicinais com possiveis terapias para a
saude, ¢ preciso um controle de qualidade e uma seguranca vigorosa para a legalizagdo dos
farmacos produzidos por plantas, para que seu uso e comercio seja mais seguro. Na fitoterapia,
o profissional deve possuir um bom entendimento sobre produtos naturais, identificando suas
atividades biologicas, toxinas, preparo, contra-indicacdes e dosagens, podendo disponibilizar
um maior conhecimento sobre o conteudo, com a intengao de produzir uma qualidade, eficacia
e aceitacao da populagdo (BRASIL, 1988; DUTRA, 2009).

Os compostos que sdo extraidos dos produtos naturais podem ser usadas em diferentes
areas, em especial, nas industrias farmacéuticas e alimenticias. Pesquisas vém mostrando a
importancia do extrato e 6leos essenciais na produgdo de novos antibidticos € no combate a
diversas patologias. Com o aumento do crescimento na resisténcia de antibidticos, o custeio
elevado e uma dificuldade de parte populacdo no acesso a esses medicamentos, ha uma
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos, com menores efeitos adversos e
intoxicagdes pelo uso inapropriado, € um custo mais acessivel a populacdo (VANIN, 2014;
VENTUROSO et al., 2010; GUIMARAES, 2017).

O Brasil ¢ um pais que apresenta espécies variadas de plantas medicinais, entre elas esta
a Cinnamomum verum, conhecido popularmente como canela. A canela ¢ uma das mais remotas

especiarias utilizadas. Seu consumo ¢ relatado desde os tempos biblicos € o controle de seu



comércio foi um dos motores das grandes exploragdes maritimas. O produto € constituido pela
casca seca de diversas espécies do género Cinnamomum, familia Lauraceae. Os 6leos essenciais
adquiridos a partir das cascas e das folhas, tem amplo aproveitamento nas industrias de
alimentos e bebidas, de perfumaria e farmacéutica (PURSEGLOVE, 1981)

Atualmente, sdo necessdrios estudos para confirmag¢do da eficacia na utilizagdo
tradicional de produtos naturais, bem como pesquisas com o intuito de analisar seu metabolismo
secundario para observar uma correlagdo com as atividades bioldgicas, com isso, na perspectiva
de compreender como funcionam as diversas propriedades desenvolvidas por espécies vegetais,
o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo quimica e avaliar atividade

antibacteriana e modulatoria do dleo essencial de Cinnamomum verum.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa foi do tipo experimental, visto que foram realizados ensaios para evidenciar
a atividade antimicrobiana do material vegetal, bem como avaliar o efeito modulador diante a
antibioticos utilizados na clinica.
2.2 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES

As atividades foram realizadas no Laboratdrio de Microbiologia do Centro Universitario
Ledo Sampaio (UNILEAO), Juazeiro do Norte — CE, durante o periodo de Agosto e Setembro
de 2018.

2.3 MATERIAL VEGETAL

As cascas da espécie Cinnamomum verum foram obtidas comercialmente no Mercado

Central da Cidade de Juazeiro do Norte — CE.



2.4 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum verum

A extragao do 6leo essencial de Cinnamomum verum foi realizada utilizando-se sistema
de arraste de vapor, e coletado em um aparelho doseador tipo Cleavenger, modificado por
Gottlieb; Magalhaes (1960). O procedimento se deu de forma que as cascas de Cinnamomum
verum foram colocadas em um baldo de 5 litros juntamente com 2,5 L de 4gua, e mantido em
ebulicao por 2 horas. Apos obtida a mistura dgua/6leo no doseador, esta foi separada, tratada

com sulfato de sodio anidro (NaxSQOs) e filtrada para haver separacao total do 6leo e da dgua.

2.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum verum

A analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial de Cinnamomum verum foi
realizada usando o equipamento Shimadzu Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria
de Massas (CG/EM) — QP2010 séries (GC/MS system). A identificagdo dos componentes
individuais foi baseada nas suas fragmentagdes fundamentadas na biblioteca NIST 08 e por

comparacao com dados da literatura.

2.6 MEIO DE CULTURA

O Meio Brain Heart Infusion (BHI) foi o meio de cultura das cepas de escolha,

preparado de acordo com as especificagdes sugeridas pelo fabricante.

2.7 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram linhagens padrao das seguintes bactérias:
Escherichia coli 27, Escherichia Coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 358 e
Stphylococcus todas ATCC 6538, ambas disponibilizadas pelo Centro Universitario Ledo

Sampaio.

2.8 PREPARO E PADRONIZACAO DO INOCULO BACTERIANO

As linhagens foram inoculadas em caldo BHI, na concentracao indicada pelo fabricante

e ficaram incubadas durante 24 horas a temperatura de 35°C para propiciar o desenvolvimento



das cepas bacterianas. Estas suspensdes acrescidas de bactérias desenvolvidas foram diluidas

na propor¢io de 1:10 em caldo BHI até o equivalente a 10° céls/mL (NCCLSI, 2005).

2.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para determinacdo da CIM foi seguido o método de microdilui¢do em caldo, com

concentragdes variando de 512 a 8 pg/mL.

2.9.1 Execuc¢ao e leitura dos ensaios

Esse método utiliza o menor volume de meio de cultura e das solugdes teste preparadas
a partir do 6leo essencial distribuidos em pocos nas microplacas estéreis. Os pogos de cada
placa continham meio de cultura, alguns acrescidos da dilui¢ao da solugdo feita a partir do 6leo
essencial, outros tinham um controle negativo (contendo somente o meio) € um controle
positivo (meio + indculo), assim como controles de inibicao que utilizaram em sua composi¢ao
solucdo em concentragdes variando de 512 a 8ug/mL. Foi utilizada concentragdo dobrada das
solugdes teste (1024pg/mL) em relacdo a inicial definida, e volumes de 100uL que
posteriormente foram diluidas na propor¢dao de 1:2 em caldo BHI. Para cada cavidade, foi
distribuido 100uL do meio e nesse, diluido amostra da suspensao de bactéria na proporgao 1:10.
As placas preenchidas foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 35°C.

Para leitura da CIM das amostras, foi preparada uma solu¢do de resazurina sodica
(Sigma) em agua destilada estéril na concentragdo de 0,01% (p/v). Ap6s a incubagdo, 20uL da
solucdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e apds o periodo de 1 hora a
temperatura ambiente, foi possivel realizar a interpretagdo dos resultados. A mudanga de
coloragdo azul para rosa devido a redugdo da resazurina indicou o crescimento bacteriano

(MANN; MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002).

2.10 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO OLEO ESSENCIAL SOBRE A
RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Para avaliar o 6leo essencial como modulador da agdo antibiotica, a CIM de antibidticos
(aminoglicosideos: amicacina e gentamicina) foi avaliada na presenga e auséncia do 6leo em

microplacas estéreis. Todos os antibioticos testados foram obtidos junto a Sigma.



2.10.1 Execucao e Leitura dos Ensaios

As amostras foram diluidas em caldo BHI 10% em concentra¢des subinibitorias
(MIC/8). A preparagao das solugdes de antibidticos foi realizada com a adi¢ao de agua destilada
estéril em concentracdo dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentracdo inicial definida e
volumes de 100 pL diluidas de forma seriada 1:2 em caldo BHI 10%. Cada cavidade contém a
suspensao bacteriana diluida de 1:10 e os mesmos controles utilizados na determinagao da CIM
foram utilizados. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e posteriormente foi

adicionada resazurina para a leitura dos resultados.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média
geométrica. Para andlise estatistica serd aplicada ANOVA two-way seguida do teste de

Bonferroni, considerando significancia de p< 0,05.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo essencial das cascas de Cinnamomum verum apresentou rendimento de
aproximadamente 0,5 %. A identificacdo e quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial

obtidos por Cromatografia Gasosa estdo representados na tabela 1.

Tabela 1: Principais componentes quimicos (%) do 6leo essencial das cascas de

Cinnamomum verum

Componentes (%)
o-Pineno 1,03
Eucaliptol 9,26
Linalol 53,53
4-Thujanol 2,30
a-Terpineol 2,42
Aldeido Cinamico 30,66
Acetato de Bornila 0,80

Total 100,00



Os componentes majoritarios observados apds a realizacdo da cromatografia foram:
linalol (53,53%) e aldeido cinamico (30,66%), resultados semelhantes a pesquisas anteriores.
Em estudos desenvolvidos por Lima et al. (2005), utilizando 6leo essencial extraido dos galhos
de Cinnamomum zeylanicum, também mostrou linalol, como o composto majoritario, no
entanto, em uma concentragao diferente. Ja Andrade et al. (2012), utilizando 6leo essencial da
casca de Cinnamomum zeylanicum, observou o aldeido cindmico, como composto mojoritario
(77,72%),

Em outro estudo realizado por Koketsu et al. (1997), utilizando 6leo essencial das cascas
de Cinnamomum verum, mostrou aldeido cindmico como composto principal, a uma
concentragdo de 40,43%. Essas modifica¢des na composi¢do quimica podem ser ocasionados
por conta do clima, da estacao do ano, condigdes geograficas, periodo de colheita e a técnica
de destilagdo utilizada para a sua extragdo (MACIEL et al., 2002).

Em relacdo a atividade antibacteriana, o Oleo essencial extraido das cascas de
Cinnamomum verum, ndo apresentou atividade, sendo obtidos resultados > 1024 pg/mL em
todas as espécies de bactérias testadas.

Santurio et al. (2007) utilizando 6leo essencial da espécie Cinnamomun zeylanicum,
também obteve resultado de CIM > 1024 pg/mL (3098 pg/mL), para E. coli, corroborando com
o resultado apresentado no presente trabalho.

Na modulagdo, o 6leo essencial do produto foi associado aos antibidticos Amicacina e
Gentamicina, para as bactérias multirresistentes Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus

358. Os resultados obtidos estao representados no Grafico 1.

Grifico 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antibidticos aminoglicosideos:

amicacina e gentamicina na presenc¢a ¢ na auséncia do 6leo essencial.

Fedek
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Com a andlise do grafico, ¢ possivel observar que o produto natural associado aos
antibioticos, quando testado para E. coli, ndo obteve resultados significativos, entretanto,
quando testado para Sthaphylococcus aureus, o produto natural possuiu efetividade na inibi¢ao
de crescimento quando associado a antibidticos aminoglicosideos.

Foi observado a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. verum por Chalchat et
al. (1991) e observaram uma sensibilidade de cepas bacterianas gram-positivas e gram-
negativas, principalmente do género Staphylococcus, a agao do 6leo essencial de C. verum.

Na grande parte das vezes, as bactérias Gram-negativas podem ser menos sensiveis
contra os Oleos essenciais do que as bactérias Gram-positivas, devido a parede celular das
Gram-negativas ser rica em polissacarideos o que dificulta a entrada das substancias
antimicrobianas (BURT, 2004).

Segundo Andrade et al. (2012), o 6leo essencial de canela obteve uma inibigao favoravel
do crescimento bacteriano, esse resultado pode estar relacionado com a presenca do
componente majoritario aldeido cindmico em elevada concentragdo (77,72%), quando
comparada com as outras plantas estudadas. Segundo Burt (2004), seu mecanismo de acao seria,
portanto, semelhante a outros aldeidos, que ¢ normalmente considerado como aquele que

provoca danos a lipidios e proteinas.

4, CONCLUSAO

Conclui-se que nao foi possivel observar que a acdo antibacteriana do 6leo essencial de
Cinnamomum verum frente a cepas testadas, porém obteve-se resultados satisfatorios apenas
para Sthaphylococcus aureus no teste de modulagdo, mostrando que esse produto, quando
associado a antibioticos aminoglicosideos, pode ser uma alternativa para tratar doengas
causadas por essa bactéria. Porém ¢ necessario realizacdo de novas pesquisas, para analisar a

toxidade e efetivacdo das atividades antibacteriana desse produto natural.
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