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RESUMO: A avaliagdo antimicrobiana das partes aéreas de Kalanchoe brasiliensis Cambess,
Crassulaceae, a qual ¢ comumente utilizada para o tratamento de inflamag¢des da mucosa oral,
bronquites e congestdo nasal, ¢ relatada. Esta atividade foi avaliada em discos de Petri usando
o método de difusdo para a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) e cinética
bactericida. Foram usadas amostras bacterianas gram-positivas, gram-negativas e cepas de fungos
leveduriformes do género Cdndida. Apenas o 6leo essencial demonstrou ser efetivo, apresentando
atividade frente amostras gram-positivas de Staphylococcus aureus (MRSA) meticilina resistente.
Aago observada foi considerada bacteriostética por reduzir um log,, UFC/mL a partir da sexta hora
de exposi¢ao da amostra ao 6leo essencial nas concentragdes de 4% e 8%. Compostos fenolicos
estdo presentes em 6leo essencial, sugerindo que o efeito foi devido a presenga dos mesmos. Por
este motivo a planta Kalanchoe brasiliensis Cambess pode representar uma alternativa terapéutica
para infecgdes provocadas por Staphylococcus aureus.

Unitermos: Antimicrobiano, Kalanchoe brasiliensis, Crassulaceae, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT: “Inhibitory activity of aerial parts of Kalanchoe brasiliensis Cambess against
microorganisms with variation profile antibiotic-resistant”. This study reports the antimicrobial
evaluation of the aerial parts of Kalanchoe brasiliensis Cambess, Crassulaceae, commonly used for
the treatment of the oral mucosa inflammation, bronchitis and nasal congestion. The antimicrobial
activity was assayed in petri dishes using the diffusion method for determination of the minimal
inhibitory concentration (MIC) and the kill curve kinetic methods. It were used gram-positive and
gram-negative strain, leveduriforms fungi strain classified in genus Candida. Only the essential
oil showed activity against methicilin resistant Staphylococcus aureus (MRSA). This action was
considered bacteriostatic with the reduction to one log,, CFU/ml after six hour of exhibition at
the concentration of 4% and 8%. There are studies accounts that polyphenols are present in the
essential oil and are active against bacteria. K. brasiliensis is rich in polyphenols suggering that the
antimicrobial effect showed is due to this. For this reason, the plant Kalanchoe brasiliensis, can
represent a therapeutic alternative against infections caused for Staphylococcus aureus.

Keywords: Antimicrobial activity, Kalanchoe brasiliensis, Crassulaceae, Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO

A terapia antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus tem se tornado um grande problema no tocante
a infecgdes hospitalares, devido a freqiiente resisténcia
adquirida por esse patdgeno, desde a descoberta das
penicilinas e, em seguida, aos beta-lactamicos. A
aquisicdo desses genes de resisténcia ¢ facilitada pelo o
uso abusivo de drogas antimicrobianas, ¢ disseminados via
plasmidio de resisténcia presentes em cepas de S. aureus,
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como descrito por Stratton (2000). O problema torna-se
mais preocupante, porque S. aureus tem a capacidade
de desenvolver multiplos mecanismos de resisténcia
como: bomba de efluxo, inativagdo de aminoglicosidios e
modifica¢@o nas PBPs — Proteinas ligadoras de penicilinas
e uma alteracdo de extrema importancia em PBP-2, que
confere resisténcia a todos os beta-lactamicos originando
cepas chamadas de S. aureus meticilina resistente (MRSA)
(Ito et al., 2003).

Por um longo periodo de tempo as plantas
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tém sido utilizadas como fonte de produtos naturais em
combate a varias enfermidades, e isso tem sido cada vez
mais aceito aqui no Brasil, segundo a (OMS) Organizacao
Mundial de Saude (Veiga Jr. et al., 2005). A busca de
plantas com atividade antimicrobiana tem aumentado nas
ultimas décadas em muitos paises, devido a sua riqueza de
constituintes, a exemplo, os compostos fenolicos como os
flavondides os quais possuem potente acdo antibacteriana
(Cowan, 1999; Nascimento et al., 2000).

A planta Kalanchoe brasiliensis Cambess,
Crassulaceae, conhecida no nordeste brasileiro como saido
¢ coirama-branca, tem um amplo uso na regido para o
tratamento de feridas, abscessos, furunculos e infec¢des
genito-urinarias (Cunha et al., 1995). Outros estudos
demonstram a¢des farmacoldgicas como antiinflamatoéria,
imunomoduladora, larvicida e anticolinesterasica (Mourao
et al., 1999; Costa et al., 2006; Ibrahim et al., 2002;
Trevisan et al., 2006). Uma variedade de constituintes ja foi
revelada em K. brasiliensis como flavonodides glicosilados
e esteroides (Trevisan et al., 2006; Costa et al., 1994).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana das partes aéreas (folhas e caule)
de Kalanchoe brasiliensis frente a amostras bacterianas
gram-positivas e gram-negativas resistentes e sensiveis a
antibidticos ¢ em amostras de fungos leveduriformes do
género Candida.

MATERIAL E METODOS
Obtencio do material botanico

Foram utilizadas as partes aéreas (folhas ¢ caule)
da planta, as quais foram coletadas no horto medicinal do
LTF (Laboratério de Tecnologia Farmacéutica) da UFPB.
A coleta foi realizada no inicio da floragdo, com a presenga
de brotos florais no dia 20 do més de setembro de 2005. A
identificag@o da planta foi feita por M.B. Costa ¢ Silva em
abril de 2002 (Exsicata IPA N° 59725).

Preparacio do extrato, alcoolatura e 6leo essencial

O extrato hidroalcodlico foi preparado por
maceracdo a temperatura ambiente das folhas dessecadas
com alcool etilico a 90%. O extrato foi filtrado e
concentrado em rotaevapor até obter-se 54,5 g do residuo
do extrato bruto para realizag@o dos testes. Para o preparo
da alcoolatura (AA) foi utilizado 1 kg do caule da planta,
macerado em 1 L de alcool etilico a 95% em um recipiente
fechado em temperatura ambiente durante trés dias. Em
seguida foi obtido um extrato fluido.

Oleo essencial (OE) foi obtido a partir de 1,8 kg
das folhas de K. brasiliensis através de hidrodestilagdo
em aparelho de Clevenger, obtendo-se 0,4 mL. O 6leo foi
acondicionado em frasco ambar fechado hermeticamente
¢ mantidos a temperatura de 4 °C até a realiza¢dao dos
experimentos (Cunha, 2004).

Microrganismos

Foi utilizado um total de 22 microrganismos
incluindo bactérias gram-positivas de Staphylococcus
aureus caracterizadas como sensiveis (MSSA) e resistentes
a meticilina (MRSA) (Freitas, 1992). Linhagens de
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus sobrinus, Lactobacilos casei e
bactérias gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonela
typhi ATCC 114028, Micrococcus luteus e fungos
leveduriformes do género Cdndida, incluindo as espécies
C. albicans ATCC 76645, C. tropicalis FCF-163, C.
parapsilis LM—10, Candida krusei 19, C. stellatoidea, C.
guilliamondi LM-06. Os microrganismos testados foram
obtidos de pacientes internados no Hospital Universitario
Lauro Wanderley/UFPB. As linhagens ATCC 25923
e ATCC 65398 foram utilizadas como amostras de
referéncia nos experimentos realizados com amostras
gram-positivas (National, 1988). A linhagem ATCC 76645
de Candida albicans foi usada como referéncia nos ensaios
antifingicos. As gram-negativas utilizadas foram todas
amostras padrao.

Atividade antimicrobiana (Determinac¢ao da CIM)

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio sélido para
a determinag@o da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
do extrato, alcoolatura e o 0leo essencial de Kalanchoe
brasiliensis  Cambess. Os microrganismos foram
cultivados em caldo nutritivo (BHI - Brain Heart Infusion—
DIFCO) e incubados a 37 °C por 18-20 h. Diluiram-se 0,1
pL do inéculo em 10 mL de salina (10), tal diluigdo foi
derramada nas placas sendo estas postas para secarem
entreabertas na estufa a 37 °C por aproximadamente 30
min. Apos a retirada das placas, foram feitas perfuragdes
no meio de cultura (Agar Miieller Hinton - DIFCO)
de aproximadamente 6 mm de didmetro com ponteiras
estéreis. Nos orificios foi colocado um volume de 50 puL
da concentracdo mae do extrato e alcoolatura variando na
dilui¢do de 1:1 a 1:1024 (National, 1988). As solugdes
do 6leo essencial foram de 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 ¢ 0,25%
(Allegrini et al., 1973). As placas foram incubadas a 37
°C por um periodo de 24 h para as cepas bacterianas, e
48 h para as amostras de fungos. Foi considerada como
CIM a menor concentragdo da substancia que inibiu o
crescimento do microrganismo, observado pela presenca
do halo de inibi¢do. O resultado foi considerado positivo
quando o produto testado apresentou halo de inibigdo < a
10mm de didmetro. As drogas padrdes utilizadas foram o
antibidtico Norfloxacina (10 pg) Laborclin e o antifingico
Cetoconazol para fungos. Como controle negativo o alcool
etanol (70%).

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz. J. Pharmacogn.
19(3): Jul./Set. 2009

791



Jackeline G. da Silva, Maria do Socorro V. Pereira, Ana Pavla Diniz Gurgel, José Pinto de Siqueira-Junior, Ivone A. de Souza

Cinética bactericida

A curva bactericida foi avaliada pelo método de
Peyret et al., (1990). A amostra selecionada foi cultivada
em caldo nutritivo (Brain Heart Infusion - DIFCO) por 18-
24 h a 37 0C, e subcultivadas em caldo Miieller Hinton
(DIFCO). O volume de 1 mL dos produtos testados foi
adicionado a 9 mL do subcultivo - tubo tratado; e ao tubo
controle 1 mL de 4gua esterilizada a 9 mL do subcultivo.
Em seguida os tubos foram mantidos na estufaa 37 0C e a
cada 2 h foram retiradas aliquotas de 100 pL das diluigdes
dos tubos controle e tratados, em seguida semeadas em
Agar Miieller Hinton - DIFCO. A leitura das placas foi
efetuada pelo método padrao de contagem em placas, apos
24 h de incubacdo. O tempo de morte das bactérias foi
expresso em log, .

RESULTADOS

O resultado da atividade antimicrobiana
demonstrou que o extrato hidroalcodlico inibiu apenas
duas amostras, porém, o 6leo essencial de K. brasiliensis
apresentou atividade em um nimero maior de amostras,
sendo poreste motivo o escolhido paraacinéticabactericida.

Tal atividade foi observada em amostras gram-positivas de
S. aureus, incluindo amostras multiresistentes e sensiveis a
meticilina, ¢ o didmetro dos halos variaram de 10 a 17 mm,
determinando dessa forma, a CIM do 06leo essencial nas
amostras sensiveis a0 mesmo como apresentado na Tabela
1 e Figura 3. As amostras dos géneros Streptococcus
¢ Candida ¢ as bactérias gram-negativas, nenhuma se
mostrou sensivel as substancias testadas.

No ensaio da curva bactericida foi avaliado o
6leo essencial sobre a amostra de S. aureus 10cc (MRSA)
nas concentragdes de 1%, correspondente a sua CIM e na
concentragdo de 4%, duas vezes sua CIM. Frente a amostra
padrao ATCC 6538 (MRSA) foi avaliada a concentragdo
de 8%. As curvas podem ser visualizadas nas Figuras 1 e
2, respectivamente.

A menor concentracdo do OE de K. brasiliensis
ndo inibiu a amostra, apresentando uma curva de
crescimento eqiiitativo a curva controle. Na concentragao
de 4% o inicio da inibigdo ocorreu a partir da sexta hora
de exposicdo ao 6leo essencial com uma diminuigdo de
um log , em UFC/mL, semelhante ao comportamento da
amostra padrao ATCC 6538 tratada na maior concentrag@o
(8%). Porém nesta concentragdo, o 6leo essencial inibiu
em até 24 h o crescimento bacteriano (Figura 1).

Tabela 1. Determinacio da CIM (Concentragio Inibitoria Minima) do extrato hidroalcodlico e Oleo essencial das folhas, e da
alcoolatura do caule de Kalanchoe brasiliensis frente a amostras bacterianas gram-positivas e gram-negativas.

Inibi¢do de kalanchoe brasiliensis Cambess
Zona de inibigao diametro (mm)

Amostras Bacterianas

Concentragao das substancias (mg/mL)

EHF EHF EHF AAC OE OE OE OE OE OE Nor
1000 500 10 1000 8% 4% 2% 1% 0,5% 0,25% 10pg

*S.aureus ATCC 65398 11 - - - 11 10 10 - - - 22
*S.aureus 02Hu - - - - 11 10 - - - - 23
*S.aureus 06 cc - - - - 12 11 10 - - - -
*S.aureus 09 cc - - - - 11 10 - - - - 25
*S.aureus 10 cc - - - - 13 12 11 10 - - 24
*S.aureus 19 lab - - - - 15 15 14 13 11 10 -
*S.aureus 119 lab - - - - 11 10 10 - - - 27
*S.aureus 149 lab - - - - 12 11 10 - - - 26
*S.aureus 171 cc - - - - 17 13 10 - - - 24
*S.aureus 259 1 11 - - - 12 11 - - - - 25
**S.aureus ATCC 25923 - - - - 11 11 - - - - -
**S.aureus 05 cc - - - - 11 10 10 - - - 26
**S.aureus 173 1 - - - - - - - - - - N
Streptococcus mitis - - - - - - - - - - N
Streptococcus mutans - - - - - - - - - - N
Streptococcus sanguis - - - - - - - - - - N
Streptococcus sobrinos - - - - - - - - - - N
Lactobacilos casei - - - - - - - - - - N
*** Micrococcus luteus - - - - - - - - - - 20
***Salmonela typhi - - - - - - - - - - 21
ATCC 14028

***Pseudomonas - - - - - - - - - - 23

aeruginosa ATCC 15442
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Curva bacteriostética do Oleo essencial de K.brasiliensis frente amostra
(10 cc) MRSA de Staphylococus aureus

Log UFC/ml

0 2 4 6 8 24

Tempo (h) +Comro|e+71%+T4%|

Figura 1. Representagdo da Curva de crescimento da amostra
de Staphylococcus aureus 10 cc (MRSA) tratada com o 6leo
essencial das folhas de Kalanchoe brasiliensis Cambess a 1%
(CIM) e na concentragao 4% (2x CIM).

Cunva bacteriostatica do Oleo Essencial de Kalanchoe brasiliensis
frente a amostra ATCC 6538 (MRSA) de Staphylococcus aureus

Log UFC/mI

0 2 4 6 8 24
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Figura 2. Representagdo da Curva de crescimento da amostra
de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (MRSA) tratada com o
oleo essencial das folhas de Kalanchoe brasiliensis Cambess na
concentracdo de 8% (2x CIM)

Figura 3. Representacdo dos halos de inibigdo sobre a amostra
19L (MRSA) de Staphylococcus aureus tratada com Oleo
essencial das folhas de Kalanchoe brasiliensis Cambess.

DISCUSSAO

O interesse em estudos de plantas medicinais com
atividade antimicrobiana vem crescendo por dois motivos:
primeiro por simbolizar muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades (Pinto et al., 2002;
Souzaetal.,2003) e segundo, devido as opcdes para terapias
antimicrobianas terem diminuido, motivo este inerente a
resisténcia adquirida naturalmente pelas bactérias, ou pelo
uso indiscriminado de drogas que aumenta largamente o
numero de cepas resistentes, tornando a multiresisténcia
preocupante e o futuro de drogas antimicrobianas incerto
(May et al., 2000).

A qualidade anti-séptica de 6leos essenciais ¢
geralmente devida a grande mistura de constituintes como
terpendides e hidrocarbonos (4cido, alcool, aldeidos), dos
quais fizeram fluir grande interesse nacomunidade cientifica
com investigacdes frente a diferentes microrganismos
(Dorman & Deans, 2000).

Segundo relatado por Dorman & Deans
(2000), compostos fendlicos pode apresentar atividade
bacteriostatica ou Dbactericida dependendo da sua
concentragdo, e de acordo com Nascimento et al., (2000)
estes compostos estdo presentes em o6leos essenciais. Em
estudo prévio de avaliagdo fitoquimica por Stevens et al.
(1995) foi revelada a presenca de taninos condensados no
género de Kalanchoe brasiliensis, além da presenca de
flavondides constatada por Costa et al., (1994), podendo
estes efeitos observados no presente estudo serem devido
a presenca dos mesmos.

O efeito bacteriostatico aqui demonstrado ¢é
relevante quando comparado a a¢do de uma nova classe de
antibidticos, oxalinezolida e seu antibiotico avaliado AZD,
o qual apresentou efeito bacteriostatico frente a amostras
de S. aureus, em que Jones et al. (2002) consideraram
atividade bacteriostatica quando houve reducdo de até
dois log,, CFU/ml comparado ao indculo inicial, resultado
semelhante ao o observado pelo OE nas amostras
multiresistentes de S. aureus, aqui avaliadas.

Vale ressaltar que, a CIM apresentada variou entre
as amostras devido ao diferente perfil de resisténcia nelas
presente, e que o aumento no crescimento bacteriano nas
concentragoes 4% e 8% durante as duas primeiras horas
de exposicdo da amostra ao 6leo essencial, pode dever-se
ao fato que o inoculo inicial para as mesmas foi maior na
curva do tratado, em comparacdo ao o usado no controle.

O OE de K. brasiliensis ndo ter sido efetivo contra
amostras gram-negativas, pode ser em razao da diferente
composi¢cdo bioquimica na estrutura celular dessas
bactérias em comparag¢do as gram-positivas, assim como
descrito por Tortora (2000), discordando com a proposicao
de Deans & Ritchie (1987) quando ressaltam que a acao
antibacteriana de 6leos essenciais independe da reagdo de
Gram (Dorman & Deans, 2000). A agdo negativa sobre as
amostras de fungos corrobora com o estudo de Akinpelu
(2000) em avaliacdo da Kalanchoe pinnata, espécie
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pertencente a0 mesmo género da planta aqui estudada, e
com o estudo de Cunha et al., (1995) ao demonstrar que
o extrato de K. brasiliensis formou um halo de inibigdo
frente a amostras de fungos, inferior ao aqui considerado
como efetivo.

Os resultados descritos sdo muito interessantes
pelo fato das amostras aqui testadas terem sido isoladas
de ambiente hospitalar, onde ha um dificil controle para
infec¢cdes bacterianas principalmente as causadas por
cepas multiresistentes.
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