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Antibacterial Action and Phenolic Composition of the Essential Oil of the Fruits
of Schinus terebinthifolius Raddi Against Multidrug-Resistant Pathogens

Abstract: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a bacterium that causes serious infections
in various parts of the body that are difficult to treat due to the few therapeutic options currently
available. This fact has aroused interest in the use of essential oils as antimicrobial sources. Aroeira
(Schinus terebinthifolius) is a common plant of the coastal vegetation of the northeastern states that has
several medicinal properties. In previous studies carried out by the research group, an antimicrobial action
was detected in the raw essential oils of the aroeira, which motivated this research, which aims to verify
the effect of the hexane fractions of the essential oils of the green and mature fruits of the aroeira in
multiresistant bacteria of the MRSA type by broth microdilution method. The hexane fraction of the mature
fruit showed antibacterial activity against MRSA and Methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis
(MRS) causing nosocomial infection, with MIC ranging from 1 to 0.5 %. The fraction of the green fruit of
the aroeira did not present antistaphylococcal action. This fact is related to the chemical composition and
maturation of the fruits, an influence factor in the action of the same fruit in different maturation stages.
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Resumo

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma bactéria que causa infecgGes graves em
diversas partes do corpo, as quais sao dificeis de tratar, devido as poucas opgdes terapéuticas atualmente
disponiveis. Esse fato tem despertado interesse no uso de 6leos essenciais como fontes antimicrobianas.
A aroeira (Schinus terebinthifolius) é planta comum da vegetagdo litoranea dos estados nordestinos
gue possui varias propriedades medicinais. Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa
foi detectada agao antimicrobiana nos d6leos essenciais brutos da aroeira, o que motivou a realizagao
desta pesquisa, que tem como objetivo verificar o efeito das fragdes hexanicas dos 6leos essenciais
dos frutos verdes e maduros da aroeira em bactérias multirresistentes do tipo MRSA pelo método de
microdiluicdo em caldo. A fragdo hexanica do fruto maduro apresentou atividade antibacteriana contra
MRSA e Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (MRS) causadores de infec¢do hospitalar, com
CIM variando de 1 a 0,5 %. A fragdo do fruto verde da aroeira ndo apresentou agdo antiestafilocdcica.
Esse fato estd relacionado com a composi¢do quimica e maturagao dos frutos, fator influencidvel na agao
do mesmo fruto em diferente estado de maturagado.
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1. Introdugao

Nos ultimos anos, tem havido um interesse
considerdvel na  procura de  compostos
antimicrobianos de fontes naturais para o controle
de doengas humanas. O mercado constantemente
dirige sua atencdo para metabdlitos secunddrios
produzidos pelas plantas para verificar suas
propriedades e avaliar sua possivel utilizacdo na
industria, que por sinal estd aumentando devido ao
crescente desenvolvimento de resisténcia dos micro-
organismos aos antimicrobianos mais utilizados.*

Atualmente, é notério um aumento significativo
na frequéncia de isolamento de bactérias que
eram reconhecidamente sensiveis a drogas
rotineiramente usadas na clinica, mas que agora se
apresentam resistentes aos farmacos disponiveis
no mercado. Tal fato torna-se relevante, pois é
crescente o nimero de pacientes em hospitais
com imunidade suprimida e com isso susceptiveis
a novas infeccdes, elevando os riscos de morbidade
e mortalidade.*?

Estima-se que sdo necessarios mais de 10 anos,
a um custo superior a 200 milhdes de ddlares,
para que um antimicrobiano esteja a disposicdo
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da medicina. Sendo entdo, uma alternativa para
as industrias a modificacdo quimica da estrutura
dos antimicrobianos ja existentes, na tentativa de
tornda-los mais eficientes ou mesmo de recuperar
a atividade prejudicada pelos mecanismos
bacterianos de resisténcia.*

A fitoterapia tem sido amplamente utilizada pela
populacdo desde a antiguidade, porém, nos ultimos
anos, pesquisas vém crescendo progressivamente.
O uso de plantas medicinais é uma pratica de
quase todas as culturas, e no Brasil ndo é diferente,
principalmente pela flora ser vasta e generosa,
contribuindo muito para a terapéutica. Entre as
diversas plantas existentes e utilizadas como terapia
alternativa estd a aroeira, cujo nome cientifico é
Schinus terebinthifolius Raddi, apresentando grande
teor de taninos. Popularmente, a aroeira vem
sendo empregada devido a sua acdo adstringente,
cicatrizante, anti-inflamataria, antidiarreica,
diurética, antipirética e antimicrobiana, sendo
utilizadas suas folhas, cascas e frutos.>®

Os o6leos essenciais sdo produtos volateis
do metabolismo secunddrio de plantas
aromaticas, formados em células especializadas e
encontrados em futros, folhas, flores, sementes,
caules e raizes. Devido ao seu versatil conteudo
de compostos, variando desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, dxidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas, até
compostos com enxofre, estes, tem demonstrado
um bom potencial como agentes antibacterianos
e antifungicos.”® Certo numero de produtos
naturais, tais como compostos fendlicos,
cumarinas, flavonoides e terpenos tém sido
caracterizados como metabdlitos que permitem
um facil transporte através das membranas
celulares para induzir diferentes atividades
bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana.'®

As doencas infecciosas causadas por micro-
organismos resistentes estdo associadas a
internagdes prolongadas, aumento do custo e
maior risco de morbidade e mortalidade. O uso
indiscriminado de antibidticos é responsavel pelo
aumento da prevaléncia de resisténcia entre os
principais patdogenos humanos como Enterococos
resistentes a vancomicina (VRE), Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), bactérias
gram-negativas produtoras de beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL) e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), Pseudomonas aeruginosa
e Acinetobacter baumannii produtoras de metalo-

beta-lactamases (MBL) e oxacilinases (OXA) que
sdo reconhecidos como extremamente dificeis de
tratar, levando a aumento das doencas significativas
e taxas de morte, 101112

O problema da resisténcia exige um esforco
renovado para rastrear diversas plantas medicinais
com caracteristicas antimicrobianas potenciais,
que sao devidas aos compostos sintetizados
no metabolismo secundario da planta. Outro
fator que incentivou cientistas a procurar novas
substancias antimicrobianas a partir de plantas
medicinais tem sido a rapida taxa de extincdo de
espécies e sua utilizagdo por 80 % da populagdo
do mundo para o tratamento de varias doencas
infecciosas, inflamacGes, lesGes e outras doencas.
Muitos dos materiais de plantas utilizadas na
medicina tradicional sdo geralmente mais eficazes
e relativamente mais baratos do que a medicina
moderna contra determinadas doencas, além de
apresentar menos efeitos colaterais que estao
frequentemente associados com os agentes
antimicrobianos sintéticos.*

Na busca de novos antimicrobianos devemos
enfatizar aqueles de origem vegetal, uma vez
gue o Brasil apresenta a maior biodiversidade
do planeta e que muitas plantas ja vém sendo
utilizadas para tal finalidade.>*3 S. terebinthifolius
Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae, é
popularmente chamada de aroeira, aroeira-da-
praia, aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira-
precoce, aroeira-pimenteira, aroeira-do-brejo,
aroeira-negra, aroeira-branca, aroeira-do-campo,
aroeirado-sertao, aroeira-do-parana, entre
outros.'

Estudos tém demonstrado que os extratos
da casca e das folhas da aroeira apresentam
potencial téxico para células animais e vegetais.
Apesar disso, nenhum estudo avaliou a seguranca
do extrato dos frutos quanto a capacidade
citotoxica e genotodxica de seus compostos.®®
Assim, no presente trabalho foi avaliada a
capacidade antiproliferativa e citotdxica do extrato
aquoso do fruto de S. terebinthifolius sobre o
organismo teste Allium cepa L. Considerando
a vasta potencialidade das plantas como
fontes de agentes antimicrobianos e estudos
anteriormente realizados pelo grupo de pesquisa
“Estudos de compostos naturais bioativos” do
Centro Universitario CESMAC, verificou-se uma
significativa atividade antimicrobiana no dleo
essencial das folhas de S. terebinthifolius. Tais
resultados justificam a continuidade das pesquisas
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com essa espécie para um estudo fitoquimico
biomonitorado pela agcdao antimicrobiana.

2. Materiais e Métodos

2.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo analitico experimental in
vitro para detec¢do de atividade antimicrobiana,
analise fitoquimica, determinacdo de compostos
fendlicos, determinacdo  quantitativa de
flavonoides. A pesquisa foi realizada no setor
de microbiologia e quimica do laboratério da
Farmacia Escola no Centro Universitario CESMAC.
As bactérias utilizadas no teste foram obtidas da
bacterioteca do setor de microbiologia clinica do
Centro de Patologia e Medicina Laboratorial da
Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas (CPML/UNCISAL) com o seguinte perfil de
sensibilidade aos antibidticos (Tabela 1).

2.2. Extracao do d6leo essencial

Osfrutos maduroseverdesdeS. terebinthifolius
Raddi foram colhidos em Maceié-AL. Para a
obtencdo do dleo essencial, os frutos maduros
e verdes foram cortados e misturados em baldo
com agua. O ¢dleo foi obtido por hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger e armazenado a -20 °C,
a dgua residual congelada foi removida.!®
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2.3. Preparacgdo do dleo essencial

O 6leo essencial de aroeira foi inicialmente
diluido em d4gua destilada estéril. Utilizou-se
o método de diluicdo descrito por Cavalcanti
etal., 2011, que compreendeu as seguintes etapas:
foram adicionados em tubos de vidro estéril, 0,8
mL do éleo essencial, 0,05 mL de Tween 80 e
4,2 mL de 4gua destilada estéril; o conjunto foi
agitado durante 5 minutos em aparelho agitador
de solucdes tipo Vortex e a concentracdo obtida
foi de 16 %, equivalente a 144 mg/mL."’

2.4. Anadlise fitoquimica

Para a identificacdo dos principais grupos
quimicos presentes nos frutos de S. terebinthifolius
foi realizado o ensaio sistematico de analise
fitoquimica, utilizando metodologias segundo
Matos (1997).*®

A partir do d6leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius, obtido em trabalhos prévios
deste grupo de pesquisa, foi feita a particao
com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade como hexano, cloroférmio e acetato de
etila. Para iniciar o processo de particdo liquido-
liqguido foi utilizada uma mistura metanol:agua
na proporcao 9:1. A fracdo hexanica foi a Unica
obtida em quantidade suficiente para realizacdo
dos testes, a qual foi submetida as técnicas

Tabela 1. Perfil de sensibilidade das bactérias testadas

Bactérias

Perfil de Resisténcia

R=ampicilina, amoxicilina + clavulanto, eritromicina, azitromicina, cefalexina, sulfametaxazol +

Staphylococcus aureus
234 MRSA

trimetroprim

S = teicoplanina, linezolida

R=ampicilina, amoxicilina + clavulanto, eritromicina, azitromicina, cefalexina, sulfametaxazol +

Staphylococcus aureus
228 MRSA

trimetroprim, linezolida

S = teicoplanina

R=ampicilina, amoxicilina + clavulanto, eritromicina, azitromicina, cefalexina, sulfametaxazol +

Staphylococcus epidermidis
229 MRS

Klebsiella pneumoniae
02 KPC

trimetroprim, linezolida

S = teicoplanina

R = imipenem, meropenem, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, norfloxacino, ciprofloxacino,

amoxicilina + clavulanato

S = polimixina

R = ampicilina, amoxicilina + clavulanato, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, norfloxacino,

Escherichia coli
247 ESBL

ciprofloxacino

S = imipenem, meropenem

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MRS — Staphylococcus coagulase negativos resistentes a meticilina;
KPC — Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase; ESBL — Beta-lactamase de espectro estendido
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cromatograficas como cromatografia em coluna
(CC) e cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando como fase fixa silica e como fase moével
os solventes hexano, cloroformio, acetato de etila
e metanol, além de suas misturas.

2.5. Determinac¢do de compostos fendlicos

O conteddo de compostos fendlicos da
amostra do vegetal foi realizado baseado no
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, com
algumas modifica¢bes. Para a curva de calibragédo
foram utilizadas solugbées de acido galico na
concentragao 0,1; 0,075; 0,06; 0,045; 0,025;
0,015; 0,01 e 0,005 mg/mL. Os valores de fendis
totais foram expressos como equivalentes de
acido gélico (mg de acido galico/g de amostra).?®
A quantificacdo espectrométrica de compostos
fendlicos foi realizada por meio de uma variedade
de técnicas descritas na literatura.?

2.6. Determinacgdo quantitativa de flavonoides

Para a quantificacdo de flavonoides foi
utilizado um ensaio descrito por Souza (2005),
com adaptac¢Oes para realizacdo do teste em
microplacas.?? As amostras foram diluidas a
uma concentrac¢do de 0,150 mg/mL em metanol
e, a 2 mL destas solu¢des foram adicionados
1 mL do reagente de cloreto de aluminio 2 %,
solucdo também diluida em metanol. Apds 15
minutos foi realizada a leitura das amostras em
espectrofotobmetro a 420 nm. Este ensaio foi
realizado em triplicata. Para o calculo do teor de
flavonoides foi utilizada uma curva de calibragdo
através do padrdo quercetina.

2.7. Atividade antibacteriana e concentragao
inibitéria minima

A atividade antibacteriana e CIM do dleo
essencial de aroeira foram avaliadas em
microplacas de 96 pocgos, seguindo metodologia
descrita na literatura.'’?22®* A  atividade
antibacteriana foi evidenciada com indculos
na concentracdo de 5x10° UFC/mL obtidos das
colbnias frescas das bactérias testadas (isolados
bacterianos de Staphylococcus aureus ATCC
29213 MRSA, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
KPC, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus

faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Acinetobacter baumannii ATCC
17978 com perfil de multirresisténcia obtidos de
amostras clinicas). 10 plL da suspensdo bacteriana
foram transferidos para cada um dos 96 pocos
na microplaca, previamente inoculados com 100
puL de caldo Miueller-Hinton. Em seguida, foram
adicionados aos pogos, 100 yuL da emulsdo do
Oleo (4,2 mL de dgua destilada estéril, 800 puL dleo
essencial puro e 50 uL de Tween 80) para obtencdo
da concentragao inicial de 16 %. As microplacas
foram incubadas a 37 °C por 20 horas. Para
visualizacdo dos resultados foram adicionados em
cada pogo da microplaca 10 yL de uma solugao
a 1 mg/mL de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-brometo de tetrazdlio (MTT) que foi incubada
a 37 °C por 30 minutos. Como controle positivo
foi utilizado amicacina (5 pg/mL) (antibidtico com
amplo espectro de acdo contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas), agente emulsificante
(Tween 80 e 4d4gua destilada estéril) como
controle negativo, controles de crescimento e de
esterilidade.

O ¢dleo essencial da aroeira foi submetido
a diluicbes seriadas na placa de microdiluicao,
partindo-se da concentragdo inicial de 16 % pela
transferéncia de 100 uL do conteudo ao pogo
subsequente. Posteriormente, foram adicionados
10 pL da suspensdo das bactérias a todos os pocos,
exceto na coluna correspondente ao controle de
esterilidade. As placas foram incubadas em estufa
a 37 °C por 20 horas. A CIM corresponde a ultima
diluicdo na qual ndo foi verificada a presenca de
crescimento bacteriano no meio de cultura apds
o periodo de incubacgao.

3. Resultados

Da particdo liquido-liquido do dleo essencial
dos frutos maduros e verdes de S. terebinthifolius
com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade com hexano, cloroférmio e acetato
de etila, somente foi obtida em quantidade
significativa para realizacdo dos ensaios a fragdo
hexadnica. Nos ensaios fitoquimicos das fracGes
hexanicas dos dleos dos frutos verdes e maduros
de S. terebinthifolius foram detectados saponinas
e flavonoides em ambas as amostras.

A Tabela 2 apresenta os teores encontrados de
fendistotais e flavonoidestotais dasfracdeshexanicas
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dos 6leos dos frutos verdes e maduros analisados.
Nesta tabela se observa que os frutos maduros tém
uma concentragdo mais elevada quanto aos teores
de compostos fendlicos encontrados de 599,2
mg equivalente de acido galico por 100 gramas
(mg EAG/100g), comparado aos dos frutos verdes
de 139,7 mg EAG/100g (Figura 1) e quanto aos de
flavonoides de 22,4 mg equivalente de quercetina
por 100 g (mg EQ/100g) (Figura 2).

A fracdo hexanica dos frutos verdes ndo
apresentou a¢do antimicrobiana como se observa
na Tabela 3.

4. Discussao

O fruto maduro de aroeira apresenta
atividade antimicrobiana biodirecionada pela
fracdo hexadnica, na qual foram detectados
os constituintes saponinas e flavonoides,
contribuindo para a propriedade antioxidante.

O Staphylococcus aureus é uma das espécies
mais frequentes, e é a mais virulenta do
seu género e estd associado a altas taxas de

Braga, N. S. M. et al.

morbidade e mortalidade.* Nesse trabalho a
atividade antibacteriana sobre o S. aureus se
mostrou presente e mais importante comparada a
atividade contra Escherichia coli. A E. coli, por sua
vez, é uma bactéria gram-negativa pertencente
a microbiota intestinal humana, se tratando
de uma bacteria oportunista capaz de causar
infec¢Bes intestinais e extra- intestinais.?* Foi visto
atividade antibacteriana exuberante a Klebsiella
Pneumoniae Carbapenemase (KPC), superbactéria
descoberta em 2000, que pode causar infecgdes
gue podem evoluir para um quadro de infeccao
generalizada, muitas vezes, fatal.

Em seu trabalho, Rauha (2000, p.58),
relatou que uma amostra de S. terebinthifolius
Raddi de flavona empregada apresentou acdo
antibacteriana, entre as cepas testadas, para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.*® Os
resultados do trabalho foram compativeis com
relacdo a acdo inibitéria para o Staphylococcus
aureus, mas ndo compativel a Escherichia coli. No
entanto, no nosso trabalho vimos que a atividade
contra E. coli existe mas é menor que a atividade
antibacteriana contra S. aureus. Nesse caso,

Tabela 2. Conteudo total de compostos fendlicos e flavonoides nas fragdes hexanicas dos frutos

verdes e maduros de Schinus terebinthifolius

AMOSTRAS FENOLICOS FLAVONOIDES
(mg EAG/100g) (mg EQ/100g)

Fruto maduro 599,2 22,4

Fruto verde 139,7 21,9

Figura 1. Curva de calibracdo de acido galico da fracdo hexanica dos frutos verdes e maduros de Schinus
terebinthifolius
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Figura 2. Curva de calibracdo de quercetina da fracdo hexanica dos frutos verdes e maduros de Schinus
terebinthifolius

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fragGes hexanicas dos frutos verdes e maduros

do dleo essencial de Schinus terebinthifolius

CIM das fragoes hexanicas

Bactérias

Fruto verde Fruto maduro

Staphylococcus aureus 234 MRSA
Staphylococcus aureus 228 MRSA
Staphylococcus epidermidis 229 MRS
Klebsiella pneumoniae 02 KPC
Escherichia coli 247 ESBL

Candida albicans 76

= 0,5%
= 1,0%
= 1,0%
= 2,0%
= 0,5%
= 1,0%

(-): negativo; MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MRS — Staphylococcus coagulase negativos resistentes a
meticilina; KPC — Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase; ESBL — Beta-lactamase de espectro estendido

infere-se que a cepa de Escherichia coli utilizada
no trabalho de Rauha (2000, p.58), possa ter
resisténcia a acdo inibitéria do extrato, visto que
as cepas sdo diferentes.?®

Foi observado ainda, boa atividade antibac-
teriana frente a Staphylococcus epidermidis,
patégeno oportunista responsavel principalmente
por infecgdes hospitalares, através de cateteres,
sondas bem como préteses devida sua capacidade
de formar biofilmes.?

Sabe-se que infec¢Bes flngicas invasivas sdo
relevantes causas de morbidade e mortalidade
em especial em pessoas imunocomprometidas.
Além disso, diversas espécies de candida,
principalmente  Candida albicans, causam
candidiase vulvovaginal, acometendo 75 %
das mulheres em alguma fase da vida.?* Nesse
trabalho foi observada que a atividade antifungica
foi reduzida em comparagdo com a atividade

antibacteriana sobre as bactérias anteriormente
mencionadas.?®

Gehrke (2007, p.1) avaliou a atividade
antimicrobiana de diversas fracbes do dleo
essencial dos frutos de S. terebinthifolius utilizando
atécnica de microdiluicdo em caldo, com obtencdo
da concentragdo inibitéria minima frente a
cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella setubal,
Klebsiella pneumoniae e os fungos Saccharomyces
cerevisae, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans.?” Estudo este que corrobora e auxilia
no resultado do estudo.

Comparando a presenga de compostos
fendlicos na S. terebinthifolius com os achados
de outros estudos percebe-se que alguns autores
citam que em certas espécies vegetais, como na
Maytenus aquifolium, a presenca de fendis esta
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relacionada com a propriedade antiulcerogénica,
enquanto na Baccharis myriocephala esta
relacionada a acdo cicatrizante e antisséptica.?®?°

5. Conclusao

Os dados e informagdes apresentados neste
trabalho juntamente com dados de alguns trabalhos
citados, sdo indicativos de que os compostos
fendlicos, com destaque para os flavonoides e os
acidos fendlicos, interferem em diversos processos
fisioldgicos e atua nos processos de cicatrizacdo,
como antioxidantes, além de estarem relacionados
com atividade antimicrobiana.

A fracdo hexanica dos frutos verdes ndo
apresentou acao antimicrobiana, o que pode estar
relacionado com a baixa quantidade de compostos
fendlicos. Contudo, a fracdo hexanica dos frutos
maduros apresentou alta taxa de compostos
fendlicos e grande atividade antimicrobiana
em diferentes concentragbes inibitérias contra
bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
com mecanismos de resisténcia.
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