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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DO
BOTAO FLORAL DE Syzygium aromaticum L.

Lara Caroline de Gouveia Gomes!, Tassia Thais Al Yafawi?
RESUMO

Este estudo objetiva-se determinar a atividade antimicrobiana e modulatéria do 6leo essencial
de Syzygium aromaticum L. (cravo da india) frente a cepas bacterianas. Os botdes florais secos
da espécie Syzygium aromaticum L. foram obtidos em mercado no municipio de Juazeiro do
Norte-CE no més de agosto/2019. O 6leo essencial foi obtido utilizando-se o sistema de hidro-
destilacdo em aparelho tipo Clevenger. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do Oleo
essencial de Syzygium aromaticum L. foi determinada em ensaio de microdilui¢éo e na atividade
modulatéria as solugdes do 6leo foram testadas em concentragfes sub-inibitorias (CIM/8). No
ensaio de microdiluicdo, o Oleo essencial do cravo da india apresentou resultados de
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 128ug/mL frente as cepas multirresistente e padrdo
de Escherichia coli e de 256 pg/mL para cepas multirresistente e padrdo de Staphylococcus
aureus e no ensaio de modulacdo foi possivel observar que o antibi6tico amicacina, quando
associado ao 6leo essencial do cravo da india, frente a cepa da bactéria Escherischia coli obteve
um efeito antagbnico. Ja associado ao antibidtico gentamicina ndo apresentou resultado
estaticamente significante com p>0.05. Dessa forma, o 6leo essencial do cravo da india possui
uma promissora atividade antibacteriana quando utilizado isoladamente frente as bactérias, mas
a associacdo do produto natural mais as classes de antibidticos dos aminoglicosideos pode
tornar o tratamento menos eficaz.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana, atividade modulatéria, Syzygium aromaticum L.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MODULATORY OF ESSENTIAL OIL FROM
FLORAL BUTTON OF Syzygium aromaticum L.

ABSTRACT

This study aims to determine the antimicrobial and modulatory activity of the essential oil of
Syzygium aromaticum L. (clove) against bacterial strains. Dry flower buds of the species
Syzygium aromaticum L. were obtained from a market in the city of Juazeiro do Norte-CE in
August / 2019. The essential oil was obtained using the hydro distillation system in Clevenger
type apparatus. The minimum inhibitory concentration (MIC) of Syzygium aromaticum L.
essential oil was determined in a microdilution assay and in the modulatory activity the oil
solutions were tested at sub-inhibitory concentrations (MIC / 8). In the microdilution assay,
clove essential oil showed minimum inhibitory concentration (MIC) results of 128ug / mL
versus multidrug resistant strains and Escherichia coli standard and 256 pg / mL for multidrug
resistant strains and Staphylococcus aureus and Modulation test showed that the antibiotic
amikacin, when associated with clove essential oil, against the strain of the bacterium
Escherischia coli had an antagonistic effect. Already associated with the antibiotic gentamicin
did not present statistically significant result with p> 0.05. Thus, clove essential oil has
promising antibacterial activity when used alone against bacteria, but the combination of the
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natural product plus the antibiotic classes of aminoglycosides may make the treatment less
effective.
Key-word: Antibacterial activity, Modulatory activity, Syzygium aromaticum L.

1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas sdo causadas por microrganismos patogénicos que invadem o
tecido e causam diversas alteragdes no hospedeiro. E um dos graves problemas de satide publica
pelo aumento da resisténcia e tornando-se dificil tratamento (GUIMARAES et al., 2017).

O conhecimento popular de plantas medicinais com fins terapéuticos contribui de
maneira efetiva para ciéncia, permitindo que sejam realizados estudos mais detalhados das
plantas, com intuito de descoberta de seus principios ativos, suas acbes e quais efeitos
esperados, que serdo utilizadas na fitoterapia e tratamento de diversas doencas (ALCANTARA;
JOAQUIM; SAMPAIO, 2015; GONCALVES et al., 2017).

A resisténcia de microrganismos, que é caracterizada quando o principio ativo do
medicamento ndo consegue mais atuar no seu alvo farmacoldgico as drogas convencionais, é
um dos principais motivos que levaram a pesquisa de novas formas de tratamento com produtos
naturais. Os 6leos essenciais de plantas possuem em sua composicao diversos metabdlicos, que
sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos, por conseguirem atuar em diversos
sitios de acdo (COSTA et al., 2017; SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017).

Dentre as bactérias que apresentam mecanismo de resisténcia encontra-se a Escherichia
coli que sdo bacilos Gram-negativos, onde a maioria das cepas nao é patogénica, porém algumas
linhagens apresentam fatores de viruléncia que lhes conferem patogenicidade, dentre elas a E.
coli enteropatogénica (EPEC) que é principal causadora de diarreia em criangas. A bactéria
Staphylococcus aureus é um grande patégeno humano, onde cerca de 30% da populagdo é
colonizada por essa espécie, sendo um dos principais causadores de bacteremia e endocardite
infecciosa. (INGRAHAM; INGRAHAM, 2011; MURRAY; ROSENTHAL; PFLLER, 2006;
SBP, 2016 SILVA; CAMPOS, 2008).

O aumento no consumo de medicamentos fitoterapicos pela populacao, se da por cada
vez mais o0 conhecimento sobre suas propriedades quimicas e seus possiveis efeitos benéficos
e maléficos a salde. A busca por terapias menos agressivas a salde é outro fator relevante
(GOUVEIA et al., 2016).

Dentre as diversas espécies utilizadas para uso fitoterapico, temos o Syzygium

aromaticum L. que é popularmente conhecido como cravo-da-india e tem sua origem na



Indoneésia. No Brasil, seu principal cultivo é nos estados de Bahia e S&o Paulo. Pertence a
familia Myrtaceae, que possui cerca de 140 géneros e 300 espécies ricas em 0Oleos essenciais
(FEITOSA; BASTOS; SIQUEIRA, 2017; RODELLA, 2015; TEODORO, 2016).

A planta possui copa alongada e pode atingir em média 8-10 metros de altura. Suas
folhas tém de 7-11 centimetros de comprimento e apresentam caracteristicas ovais e aromaticas.
Os botdes florais ndo abertos (secos) sdo principalmente utilizados na culinéria, pois
apresentam caracteristicas aromaticas e sabor picante (AFFONSO et al., 2014; CASTRO;
FERREIRA, 2016).

Esta espécie vegetal possui uma ampla variedade de compostos quimicos em seu 6leo
essencial. Dentre 0os compostos quimicos presentes no 6leo, o eugenol é o componente mais
importante e que apresenta efeitos biolégicos como atividade antimicrobiana, inseticida e
antioxidante. Contudo, o 6leo essencial do cravo da india ainda apresenta outras atividades
como antidiabética, antitumoral, efeito anestésico, anti-inflamatorio, antitlcero, antiviral,
antifungica, antiprotozoério e atividade contra pediculoses e acaros (AFFONSO et al., 2012;
PARTOVI; TALEBI; SHARIFZADEH, 2018).

Dessa forma, é de suma importancia que estudos com plantas sejam realizados para
favorecer o surgimento de novos farmacos através da descoberta de compostos ativos. O
presente trabalho objetiva-se determinar a atividade antibacteriana e modulatéria do 6leo
essencial de Syzygium aromaticum L. (cravo da india) frente a cepas bacterianas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Trata-se de um estudo de cunho experimental de carater quantitativo (GERHARDT &
SILVEIRA, 2009). Os botoes floras secos da espécie Syzygium aromaticum L. foram obtidos
em um mercado no municipio de Juazeiro do Norte, Ceard, Brasil no més de agosto/2019.

2.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Syzygium aromaticum L.

O ¢leo essencial foi obtido utilizando-se o sistema de hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger modificado por Gottlieb e Magalhées (1960). Os bot6es floras secos de Syzygium
aromaticum L. foram colocadas em baldo de vidro de 5L, acrescida de 3L de agua destilada e

aquecidas por 2h. Apos esse periodo, a mistura agua/oleo obtida foi separada, tratada com



sulfato de sodio anidro, filtrada e o 6leo obtido (OESA) e mantida sob-refrigeracdo até o
momento das analises.

Para os testes foi utilizada uma solucéo preparada a partir do éleo essencial sob uma
concentracdo de 10 mg/mL, dissolvida em DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich®), em

seguida diluida com &gua destilada estéril para se obter uma concentragao de 1024 pg/mL.

2.3 MATERIAL BACTERIOLOGICO

Os microrganismos utilizados na pesquisa foram fornecidos pelo Centro Universitéario
Ledo Sampaio. As linhagens trabalhadas foram cepas padrdes de Escherichia coli ATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e linhagens multirresistentes de Escherichia coli 27 e
Staphylococcus aureus 35, com perfil de resisténcia bacteriano descrito na tabela 1. Antes do
ensaio, as células foram cultivadas por 24h a 37°C em Brain Heart Infusion (BHI), Difco
Laboratories LTDA.

Tabela 1. Perfil de resisténcia

Bactéria N° Sitio de coleta  Perfil de resisténcia

Staphylococcus SA 358 Ferida cirGrgica Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para, But,

aureus Sis, Net

Escherichia EC27  Feridacirargica Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
Caz, Cip, Clo, Imi, Can, Szt, Tet, Tob

Perfil de resisténcia: Ami=amicacina; Sam=ampicilina-sulbactam; Cip=ciprofloxacina; Imi=imipenem;

Tig=tigeciclina. Ast-aztreonan; Ax- Amoxacilina; Amp-ampicilina; Amox-amoxilina, Ca-cefadroxil; Cfc-
cefaclor; Cf- cefalotina; Caz-ceftazinidima; Clo —clorafenicol; Can-canamicina; Szt-sulfametrim, Tet-tetraciclina;
Tob- tobramicina; Oxa- oxacilina; Gen-gentamicina; Neo- neomicina; Para- paramomicina; But- butirosina; Sis-

sisomicina; Net- netilmicina.

24 TESTES DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM).

A concentrac&o inibitoria minima (CIM) do Oleo essencial de Syzygium aromaticum L.

foi determinada em ensaio de microdiluicdo em caldo (NCCLS 2003), para isso foi utilizado

indculo de 100 pL de cada cepa preparada em caldo BHI que na concentragao de 10° UFC/mL

dispostas em placas de microtitulagdo com 96 pogos, e diluidos seriadamente em %. Em cada



pogo foi adicionado 100uL da solugdo da amostra. As concentracdes finais variaram entre 512
- 8 ng/mL. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap6s esse periodo a leitura foi
evidenciada pelo uso de resazurina (SALVAT et al., 2001). Com isso foi determinado a CIM

pela menor concentracdo de inibicdo do crescimento.

2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA A
AMINOGLICOSIDEOS

Na avaliagdo a atividade do Oleo essencial de Syzygium aromaticum L. como modulador
da acdo antibacteriana, foi utilizado a metodologia proposta por COUTINHO et al., 2008, nela
a solucdo do o6leo foi testada em concentracdes sub-inibitdrias (CIM/8), para isso nas placas
foram dispostas 100uL de solugao contendo BHI 10%, mais inoculo bacteriano e o dleo
essencial, e distribuidos em cada pogo no sentido alfabético da placa. Em seguida, 100uL da
droga foi misturada ao primeiro poco, procedendo a microdiluicdo em série, numa proporcao
de 1:1 até a penultima cavidade, a ultima cavidade foi reservada ao controle. As concentracfes
de aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) variaram gradualmente de 5000 a 2,44pug/mL.
Posteriormente as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap6s esse periodo a leitura foi
evidenciada pelo uso de resazurina. Todos os antibidticos testados foram obtidos junto a Sigma.

2.6 ANALISE DE DADOS

Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média geométrica.
Para andlise estatistica foi aplicada a ANOVA seguida do Bonferroni post tests. Utilizando o

software GraphPad Prisma 6.0, considerando significancia com p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de microdilui¢do, o 6leo essencial de
Syzygium aromaticum L. (OESA) apresentou resultados de concentracdo inibitéria minima
(CIM) de 128 pg/mL para cepas padrdo e multirresistentes de Escherichia coli e de 256 pg/mL
para cepas padrdo e multirresistentes de Staphylococcus aureus, como mostrado na tabela 1.
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Tabela 1. Determinacéo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Syzygium aromaticum
L. frente aos isolados de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Cepa bacteriana CIM

Escherichia coli ATCC 25922 128 pg/mL
Escherichia coli 27 128 pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25923 256 pg/mL
Staphylococcus aureus 35 256 pg/mL

Silva et al. (2015), ao realizarem um estudo sobre a determinacdo da CIM e CBM
(concentracdo bactericida minima) do OESA obtiveram resultados para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus de 500ug/ml, mas determinaram que o OESA possuia baixa agdo
antimicrobiana, pois segundo Holetz et al. (2002), quando as concentragdes se encontram entre
500-1000pg, os agentes antimicrobianos possuem baixa atividade.

Testes realizados por Baima et al. (2017) com o OESA, obtiveram resultados
semelhantes ao do presente estudo com CIM de 100 pug/mL para Escherichia coli e 200pug/mL
para Staphylococcus aureus. Santos et al. (2011), ao desenvolverem estudos sobre a agéo
antimicrobiana do OESA obtiveram resultados de CIM de 500 pug/mL para Staphylococcus
aureus e 100 pg/mL para Escherichia coli.

Guimaraes et al. (2017), em seus estudos utilizando os métodos de disco difusdo e
orificio em Agar, demostraram resultados significativos de inibicdo do 6leo essencial do cravo
da india frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Pelo método de difuséo
em disco apresentou resultado de 11mm e 12mm para Escherichia coli e Staphylococcus aureus
respectivamente. Ja pelo método de orificio em Agar apresentou resultados de 19mm e 17mm
para Escherichia coli e Staphylococcus aureus respectivamente.

O presente estudo evidenciou uma maior inibicao frente a bactéria Gram-negativa em
relagdo a Gram-positiva. Alguns estudos, como o realizado por Silva et al. (2009), evidenciou
que os Oleos essenciais em sua grande maioria, possui melhor acdo para bactérias Gram-
positivas do que para Gram-negativas, pois uma das explicacfes para esse fato é a presenca da
camada de lipopolissacarideo na parede das bactérias Gram-negativas e auséncia nas Gram-
positivas.

Silvestre et al. (2015), enfatiza que os componentes dos 6leos essenciais podem exercer
acao antibacteriana de trés formas diferentes, sendo elas, a capacidade de interferir nas camadas
fosfolipidicas da parede bacteriana, permitir o aumento da permeabilidade e consequentemente

perda dos seus constituintes e por alterar o sistema enzimatico da célula.
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Estudos realizados por Scherer et al. (2009), demostra que OESA tem como componente
majoritario o eugenol (83,75%), resultado muito parecido encontrado por Partovi, Talebi,
Sharifzadeh. (2018), que encontrou em seus estudos 96,81%.

Affonso et al. (2012), determina que o principal mecanismo de acdo do eugenol ¢ a
capacidade aumentar a permeabilidade da membrana celular, por possui intenso poder
penetrativo. Ainda em seus estudos, mostram que o OESA teve acdo antibacteriana frente as
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus epidermidis.

De acordo com os dados demonstrados no grafico 1, foi possivel observar que o
antibidtico amicacina, quando associado ao OESA, frente a cepa da bactéria Escherichia coli
obteve um efeito antagdnico, por outro lado, ndo apresentou resultado estaticamente
significante para Staphylococcus aureus. O OESA quando associado ao antibi6tico gentamicina

ndo apresentou resultado estaticamente significante com p>0.05 para as bactérias testadas.

Grafico 1. Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e

presenca do OESA frente a Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 35.

ns

* ns
600+ J

Bl Amicacina

B3 Amicacina + Produto Natural
[ Gentamicina

M Gentamicina + Produto Natural

400

2004

Valor CIM (ug/mL)

* valor estaticamente significante com p<0.05
ns valor estaticamente néao significante com p>0.05

E.coli S.aureus

Sales et al. (2017), em seus estudos com o 6leo essencial da espécie Piper tuberculatum,
pertencente a familia Piperaceae, apresentou resultado muito semelhantes ao do presente, onde
ao associar o 6leo com o antibidtico amicacina, também apresentou resultado antagdnico para
as cepas multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Estudos realizados por Aguiar et al. (2014), com o 06leo essencial da espécie
Plectranthus amboinicus Lamiaceae, pertencentes a familia Lamiaceae demostram resultados

de sinergismos quando associados aos antibioticos amicacina e gentamicina frente as bactérias
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multirresistentes Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Esse
efeito € explicado por essa espécie possuir em sua composicdo metabdlicos secundarios
terpenicos que sao capazes de modificar a parede celular facilitando a entrada de substancias
(MATIAS et al., 2010).

N&o foram encontrados estudos utilizando a espécie de Syzygium aromaticum L.
utilizando a metodologia de modulacéo.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, 0 OESA possui uma promissora atividade
antibacteriana quando utilizado isoladamente frente as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Entretanto, a associacdo do produto natural mais as classes de antibidticos dos
aminoglicosideos pode tornar o tratamento menos eficaz facilitando o surgimento da resisténcia
bacteriana aos mesmos antibioticos.

Dessa forma, € necessarios estudos que elucidem a composicdo quimica do dleo
essencial para determinacdo do componente majoritario para avaliar o papel desses

componentes na atividade antibacteriana e modulatéria do mesmo.
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