Articulos de investigacion cientifica

Avaliacdio da atividade antibacteriana dos exiratos metandlico
e hexdnico do caule folhado de Melissa Officinalis

Evaluation of the Antibacterial Activity of Methanolic and Hexanic Extracts of Puff Pastry Stem,
Melissa Officinalis

Evaluacion de la actividad antibacterial de extractos metanol y hexano, el tallo rodadura Melissa Officinalis

Amanda T. L. de Sousa MD', Raul de S. Andreza MD', Erivania F. Alves MD', Ana J. F. Cruz MD', Livia M. G. Leandro MD',
Tassia T. de A. M. Guedes MD', Rakel 0. de Macédo MD', Luciene F. de Lima MD? Cicera Datiane M. de Oliveira-Tintino MD?,
Henrique D. M. Coutinho PhD?2, Saulo R. Tintino PhD?, Priscila C. V. de Sousa MSc*, Pedro E. A. de Aquino MSc*

Recibido: 12 de marzo de 2015 @ Aceptado: 13 de septiembre de 2015
Doi: dx.doi.org/10.12804 /revsalud14.02.2016.05

Para citar este articulo: Sousa LAT de, Andreza de SR, Alves EF, Cruz FAJ, Leandro GLM, Guedes de AMTT, et al. Avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos
metandlico e hexdnico do caule folhado de Mefissa Officinals. Rev Cienc Salud. 2016;14(2):201-10. doi: dx.doi.org/10.12804 /revsalud14.02.2016.05

Resumo

Introducdo: Melissa officinalis, da familia Lamiaceae, ¢ uma erva comumente utilizada na
medicina popular. E conhecida no Brasil como Melissa, erva cidreira, cidrilha e melitéia. Tendo
em vista que M.officinalis L é largamente utilizada na medicina popular, dentre elas para uso
antibacteriano, este trabalho teve como principal objetivo avaliar a atividade antibacteriana e
modulatdria de extratos metanolico e hexanico do caule folhado de M. officinalis frente a cepas de
bactérias padrdes e multirresistentes. Materiais e métodos: Os extratosmetanélico e hexanico
do caule folhado de M. officinalis L foram analisados para a atividade antibacteriana por meio de
teste de microdiluicdo para determinagao de concentragao inibitéria minima (cmm) e modulagao
de aminoglicosideos (gentamicina e amicacina). Resultados: Na avaliagao dacim foram obtidos
resultados 21024 pg/mLcontra as bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) em ambos
extratos. O extrato metanélico mostrou resultados relevantes em associagdo com gentamicina
potencializando o efeito contra E. coli e S. aureus quando associado & amicacina, nesta bactéria
houve antagonismo. Jd o extrato hexanico, resultou em uma reducéo da cim de amicacina e gen-
tamicina frente a linhagens de E. coli, mostrando efeito antagonista com a amicacina conta cepas
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de S. aureus. Conclusdo: Conclui-se que o material vegetal influencia no comportamento dos
antimicrobianos, tornando este trabalho importante como parametro para estudos mais aprofun-
dados que possam combater a crescente resisténcia de bactérias patogénicas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Melissa officinalis Escherichia coli, Staphylococcus
aureus.

Abstract

Introduction: Melissa officinalis, of the Lamiaceae family, is a herb commonly used on folk medi-
cine. In Brazil it is known as Melissa, erva cidreira, cidrilha and meliteia. Considering that the
M. Officinalis L is widely used in folk medicine, as for antibacterial use, among others, the main
objective of this work was to evaluate the antibacterial and modulating activity of methanolic
and hexanic extracts of M. officinalis L against pattern and multidrug resistant bacterial strains.
Material and methods: The methanolic and hexanic extracts of the stem of puff pastry of M.
officinalis L were analized to determine antibacterial activity by using the microdiluition for
establishing the minimal inibitory concentration (MIC) and aminoglycosides (gentamicin and
amikacin) modulation. Results: In the MIC evaluation, the results obtained were >1024 pg/mL
against bacteria (Escherichia coli and Staphylococcus aureus) in both extracts. The methanolic
extract showed important results when associated with gentamicin, since it potentiates its effect
against E. coli and S. aureus when associated with amikacin, where antagonism was found. As
to the hexanic extract, it showed a MIC reduction of amikacin and gentamicin against S. aureus
strains. Conclusion: It was concluded that the plant material influences the antimicrobial behavior,
a fact that makes this study an important parameter to deeper studies to combat the increase of
pathogenic multidrug-resistant bacteria.

Keywords: Antimicrobial activity, Melissa Officinalis, Escherichia coli. Staphylococcus aureus.

Resumen

Introduccién: Melissa Officinalis, de la familia Lamiaceae, es una hierba utilizada en la medi-
cina popular. Es conocido en Brasil como erva cidreira, melisa, y melitéia cidrilha. Teniendo en
cuenta que M. Officinalis L. se utiliza ampliamente en la medicina popular, entre ellos para uso
antibacteriano, este trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana y modulador
de extracto de metanol y hexano rodar el tallo de M. officinalis L. frente a las cepas de bacterias
normas y las bacterias multirresistentes. Materiales y métodos: se analizé el extracto de metanol
y hexano del tallo rodadura M. Officinalis L. para la actividad antibacteriana por una prueba de
microdilucién para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (m1c) y la modu-
lacion de aminoglucdsidos (gentamicina y amikacina). Resultados: en la evaluacion de la mic los
resultados obtenidos fueron >1024 pg/ml con contra las bacterias (Escherichia coli'y Staphylo-
coccus aureus) en ambos extractos. El extracto de metanol mostré resultados significativos en
combinacién con efecto potenciador gentamicina contra E. coli y s. Aureus cuando se combina
con amikacina, esta bacteria era antagonismo. Ya extracto de hexano dio lugar a una reducciéon
de la mic de amikacina y gentamicina contra cepas de E. coli, que muestra el efecto antagénico
con cepas de la cuenta de amikacina de S. Aureus. Conclusion: se concluye que el material vegetal
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influye en el comportamiento de los antimicrobianos, lo que hace este trabajo importante como
parametro para futuros estudios que puedan combatir la creciente resistencia de las bacterias.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, Melissa Officinalis, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus.

Introducdo

O uso de plantas medicinais para fins terapéu-
ticos segue ainda como pratica comum pela
humanidade, desde os tempos mais remotos.
Sua utilizagdo € influenciada, principalmente,
pelo facil acesso e pela tradigao familiar e cultu-
ral desse tipo de tratamento (1), associados com
efeitos negativos causados pelo uso abusivo de
medicamentos sintéticos (2).

O efeito farmacoldgico que essas plantas
tém deve-se a presenca de principios ativos em
seus componentes, que quando devidamente
estudados, podem ser caracterizados e assim
serem melhor utilizados como forma terapéu-
tica (3, 4).

Melissa officinalis, chamada de erva-cidreira,
pertencente a familia Lamiaceae é, arbustiva,
podendo atingir de 30 a 100 cm de altura, caule
quadrangular, herbéceo, ereto, piloso. As folhas
sdo verde-escura, ovais, pilosas € com nervuras
bem salientes. As flores podem ser brancas ou
amarelas em fasciculos de 2 a 6 unidades com flo-
rescimento geralmente de outubro a margo (5).

Dentre as propriedades terapéuticas de Me-
lissa officinalis destacam-se principalmente sua
utilidade no tratamento de distdrbios do sono e
controle das emogdes (6). Outras propriedades
que foram citadas incluem efeito antisséptico
revitalizante, antidepressivo, antialérgico, re-
juvenescedor, carminativo, hipotensor, sudo-
rifero, tonico geral, antiespasmddico, balsamo
cardiaco, antidisentérico e antiemético. Usada
também como regulador menstrual, ajuda no
combate a c6licas, e possui efeito positivo em
problemas gastrointestinais. Existem estudos

da acdo do 6leo essencial de M. officinalisL
como antitumoral (7).

As bactérias estao intimamente inseridas no
cotidiano do homem (8). Escherichia coli, por
exemplo, é uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae (9). Sao bactérias que habi-
tam principalmente o trato intestinal do homem
e de outros animais de sangue quente. Porém al-
guns sorotipos, que nao pertencem a flora normal
do homem, podem ser responsaveis por algumas
infecgdes. E. coli é considerada o maior agente
causador de infecgdes urinarias em humano (10).

A bactéria Staphylococcus aureus é outra
bactéria que faz parte da flora normal dos
humanos podendo ser encontrada na pele e
nas fossas nasais de individuos sauddveis, en-
tretanto podem também estar relacionadas a
infe¢des simples a mais graves (11).

Bactérias mutantes que resultam do uso
desordenado e prolongado de antibacterianos
possuem resisténcia & composicao desses me-
dicamentos utilizados intensivamente (12).
As bactérias resistentes passam a nao ser mais
inibidas pela concentracio comumente utili-
zada do antimicrobiano (13). Por essa razao ha
uma importancia em aperfeicoar e desenvolver
novos medicamentos, 0 que torna os antimi-
crobianos naturais uma alternativa para esse
problema (14).

Tendo em vista que Melissa Officinalis, é
largamente utilizada na medicina popular, hou-
ve um interesse de pesquisar qualitativamente
0s compostos presentes nesta planta e verificar
a atividade antibacteriana dos extratosmeta-
nélico e hexdnicofrente a cepas de bactérias
padrdes e multirresistentes determinando a
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Concentracao Inibitéria Minima (cim), como
também a eficdcia destes modulando-os com
os aminoglicosideo samicacina e gentamicina.

Materiais e métodos

Material vegetal

O material vegetal de Melissa officinalis. foi
coletado no municipio de Juazeiro do Norte,
Cear4, Brasil, no més de setembro de 2014. A
espécie foi enviada para o Herbério Caririense
Dardano de Andrade-Lima (Hcpar) do Depar-
tamento de Ciéncias Biol6gicas (UrcA) com
ndmero de exiscata 10789.

Material bacteriano

Os microrganismos utilizados nos testes foram
obtidos através do Laboratdrio de Microbiologia
e Biologia Molecular (LmBMm) da Universidade
Regional do Cariri (urca). Foram utilizadas
linhagens padrao de bactérias Escherichia coli
atcc 10536; Staphylococcus aureus atcc 25923
e multirresistentes da espécie Escherichia coli
27 e Staphylococcus aureus 358. Antes dos
ensaios, as linhagens foram cultivadas a 35 °C
por 24 horas em Brain Heart Infusionbroth
-HI (DifcoLaboratoriesLtda) (tabela 1).

Preparagao dos extratos metandlico e
hexéanico

Para preparacido dos extratos o caule folhado
fresco (100g) permaneceu submerso em metanol e
hexano separadamente por 72h. Apés esse periodo,
o efluente foi filtrado em papel filtro para separa-
cao dos residuos solidos e concentrado em con-
densador rotativo a vacuo e banho-maria (model
Q-214M2 — Quimis, Brazil) (13), obtendo-se ren-
dimentos dos extratos brutosdos extratos brutos
de 15 % para o metanol e 9 % para o hexano. Para
os testes foram utilizadas solugdes preparadas a
partir dos extratos sob uma concentragéo de 10
mg/mL, dissolvidos em pmso (dimetil sulféxido),
em seguida diluidos com dgua destilada para uma
concentragao de 1024 pg/mL.

Prospecgdo fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram utilizados para
detectar a presencga de metabdlitos secunda-
rios, proposto por Matos (15). Esses testes sao
baseados na mudanca de coloragao e pH apds
adigdo de reagentes especificos.

Teste de atividade antibacteriana
A Concentracao Inibitéria Minima (cim) foi deter-
minada em ensaio de microdiluigio em caldo utili-

Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibidticos

Bactéria Origem Resisténcia a antibidticos
Staphylococcus aureus Feridacirtreica Oxa, Gen, Tob, Ami, Ca, Neo, Para,
(SA 358) & But, Sis, Net
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensivel
Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Escherichia coli (EC 27) Feridacirtrgica Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet,
Tob
Escherichia coli arcc 10536 Sensivel

Legenda: AstAzitromicina; Ax- Amoxaciling; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Co-Cefalexina; Cfe- cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacino; Clo —Clora-

fenicol; Im-mipenem; Can-Canamicina; Szt-Sulfametoxazol, TetTetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxaciling; Gen-Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicing; But- Butirosine; Sis-

Sisomicina; Net- Nefilmicina.
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zando-se um indculo de 100 pL de cada linhagem,
suspensas em caldo BHI que apresentava uma
concentragao de 10° urc/mL em placas de microdi-
luigdo com 96 pogos, com diluigdes em série ¥4 (16).
Em cada pogo foi adicionado 100 pL de solucdo de
cada extrato. As concentracoes finais dos extratos
variaram entre 512 — 8 pg/mL. Para os controles
foram utilizados os antibidticos padrdes amica-
cina, e gentamicina cujas concentragdes finais
variaram entre 512 pg/mL — 8,0 pg/mL. As cims
foram registradas como as menores concentrages
para a inibigao do crescimento. Para evidencié-las,
preparou-se uma solugdo indicadora de resazu-
rina sodica (Sigma) em dgua destilada estéril na
concentracdo de 0,01 % (p/v). Apés a incubagio,
20 pL da solugao indicadora serdo adicionados em
cada cavidade e as placas passardo por um periodo
de incubagdo de 1 hora em temperatura ambiente.
A mudanca de coloragdo azul para rosa, devido a
reducio da resazurina, indica o crescimento bac-
teriano, auxiliando a visualizagao da cim, definida
como a menor concentragao capaz de inibir o
crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul
inalterada (17).

Modulacio e leitura dos ensaios

Os extratos foram misturados em caldo BHI
10 % em concentragoes sub-inibitdrias, obti-
dos e determinados apds a realizagdo de teste
de avaliagdo da cim, sendo que para o teste de
modulagao a concentragao da solugao de extrato

foi reduzida 8 (oito) vezes(cim/8). A preparagao
das solugdes de antibidticos foi realizada com a
adigao de dgua destilada estéril em concentragdo
dobrada (1024 pg/mL) em relagao a concentra-
¢ao inicial definida e volumes de 100 pL dilui-
dos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10 %. Em
cada cavidade com 100 pL do meio de cultura
continha a suspensao bacteriana diluida (1:10).
Os mesmos controles utilizados na avaliagao da
CIM para os extratos foram utilizados durante a
modulagao (18). As placas preenchidas foram
incubadas a 35 °C por 24 horas e apds esse
periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de
resazurina como citado anteriormente no teste
de determinagao da cim.

Andlise Estatistica dos resultados

Os ensaios foram feitos em triplicata, e expres-
sos como média geométrica. Naanalise estatis-
tica foi aplicada a andlise de variancia de duas
vias seguida pelo teste de Bonferroni utilizando
o software GraphPadPrism 6.0.

Resultados e discussao
Os extratos metanolico e hexanico de M. offi-
cinalis L foram submetidos a uma avaliagao
fitoquimica para a detec¢do ou ndo dos meta-
bolitos secundarios (tabela 2).

Ap6s a realizagao do teste de civ com bacté-
rias (E. colie S. aureus) foram obtidos resultados

Tabela 2. Metabdlitos encontrados na prospeccdo fitoquimica de Melissa officinalis

Metabdlitos EHMO EMMO
Taninos - +
. . b+
Flavonas/ Flavonois/ Chantonas/ Chalconas e Auronas/ Flavanonois Ft++++
Catequinas + +
Leucoantocianidas/Flavononas ++ --

Alcaloides

tmo- Extrato Hexdnico de Melissa officinalis emmo- Extrato metandlico de Melissa officinalis
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Tabela 3. Concentracdo inib

.....

itdria minima (am) (yg/mL) dos extratos metandlico e hexdnico de Melissa officinalis

Bacteria EHMO EMMO
E.coli -10536 >1024pg/mL >1024pg/mL
E.coli -27 > 1024pg/mL 21024 pg/mL
S. aureus- 25922 >1024 pg/mL >1024 pg/mL
S.aureus -358 >1024 pg/mL >1024 pg/Ml

tmo- Extrato Hexdnico de Melissa officinalis emmo- Extrato metandlico de Melissa officinalis

>1024 pg/ML para o extrato metandlico e para o
extrato hexanico de M. officinalis L (tabela 3).
No teste de modulagdo o extrato hexanico,
quando combinado com amicacina, ndo apre-
sentou resultados relevantes diante de cepas de
S. aureus. Quando combinado com gentamicina

mostrou antagonismo frente estas cepas. Ja com
relacdo as cepas de E. coli o extrato hexanico pos-
suiu efeito sinérgico (p<0,001) em combinagao
com ambos antibidticos (tabela 4 e figural).

O extrato metanélico mostrou efeito sinérgico
(p<0,001) em associagdo com gentamicina tanto

Tabela 4. Concentraco inibitdria minima (yg/ml) de aminoglicosideos na auséncia e presenca dos extratos metandlico e
hexdnico de Melissa officinalis

S.aureus -358 EHMO EMMO Controle
Amicacina 625 pg/mL 1250 pg/mL 625pg/mL
Gentamicina 625 pg/mL 19,53 pg/mL 78,12pg/mL
E.coli -27 EHMO EMMO Controle
Amicacina 156,25pg/mL 312,5pg/mL 312,5pg/mL
Gentamicina 312,5pg/mL 39,06pg/mL 625 pg/mL

timo- Extrato Hexdnico de Melissa officinalis emwo- Extrato metandlico de Melissa officinalis
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Figura 2: Concentrado inibitoria minima (yg/mL) de aminoglicosideos na auséncia e presenca do emwo, Escherichia coli 27,
Staphylococcus aureus 03.emwo - Extrato Metandlico de Melissa officinalis *** valor estafistico significante p<0,001

frente cepas de S. aureus quanto cepas de E. coli.
O extrato metandlico mostrou ainda, que quando
adicionado a amicacina possuiu, perante cepas
de S. aureus e E. coli, efeito antagonico e efeito
nao relevante, respectivamente. Estes resultados
encontram-se descritos na tabela 4 e na figura 2.

Segundo Simdes e Lorenzi e Matos (5), os
metabdlitos taninos e flavonoides ja foram de-
terminados nas folhas de M. officinalist, sendo
estes comprovados no presente estudo (19).
Estes metabdlitos bem como os alcaloides, sao
descritos como modificadores da atividade an-
tibibtica (20).

Os taninos sao derivados dos acidos rosma-
rinico e cafeicoe sdo alguns dos mais impor-
tantes compostos isolados a partir do extrato
de M. officinalisr (21). Este metabdlito possui
atividade antiviral e antioxidante comprovadas
em outros estudos (22). O mecanismo de agdo
antimicrobiano deste metabdlito pode ser ex-
plicado pela capacidade de inibi¢do de enzimas
bacterianas e fungicas e pela sua acdo direta
nas membranas destes micro-organismos bem
como a modificagdo de seu metabolismo (23).

Com a prospecgio fitoquimica foram identi-
ficadas as presencas dos metabolitos flavonoides,

0s quais possuem como classes principais: flavo-
nas, flavonéis, chalconas, auronas, flavanonas, fla-
vanas, antocianidinas e leucoantocianidinas (24).

Os flavonoides e seus derivados sao compos-
tos moleculares presente em hortaligas e bios-
sintetizados a partir de precursores de grupos de
substancias como aminoacidos alifaticos, terpe-
néides e dcidos graxos (25). Estes participam do
desenvolvimento e do sistema de defesa dos ve-
getais contra o ataque de microrganismos (26).
Possuem atividade antibacteriana e antioxi-
dante (27) onde, a capacidade de formar com-
plexos com proteinas extracelulares que se
ligam a parede celular de bactérias, determina
o0 seu mecanismo de acdo antibacteriano (28).

O sinergismo ocorre quanto o efeito de um
antibacteriano aumenta em uma agdo conjunta
com outra substancia. O mecanismo que regu-
la a agdo conjunta pode ser caracterizado pelo
aumento da permeabilidade na membrana das
bactérias, facilitando o influxo destes antibac-
terianos, inibidores da bomba de efluxo, entre
outros (29).

No teste de modulagao pdde-se observar
efeito sinérgico tanto para o extrato hexanico,
como para o metanélico. Esse sinergismo obtido
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por extratos de M. officinalis L com antibiéticos,
comumente utilizados frente bactérias gram-po-
sitivas (S. aureus) e gram-negativas (E. coli), foi
apresentado também no estudo com metodolo-
gia semelhante ao trabalho, onde foi avaliada a
interagao sinérgica entre antibidticos e extratos
da mesma planta. Estes resultados entram em
conformidade e comprovam tal efeito (30).

De acordo com a pesquisa, a caracteristica de
acdo antagonista, apresentada pelos dois extra-
tos (metandlico e hexanico) de M. officinalis L.
frente cepas de S. aureus, deve-se a capacidade de
quelagdo do antibidtico ou dos metabdlitos pre-
sentes no extrato, quando combinados, fazendo
com que haja um aumento da cim destes (31).
Os metabodlitos presentes na planta por vezes po-
dem inibir ou aumentar o efeito dos antibiéticos.

Conclusao

O presente estudo demostrou que os extratos-
metanolico e hexanico de M. officinalis L iso-
lados ndo obtiveram atividade antibacteriana
relevante frente as cepas de E. coli e S. aureus.
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No entanto, houve uma modulacdo nos anti-
bidticos testados quando combinados com
ambos os extratos. Esta agdo provavelmente
deve-se aos metabdlitos presentes nestes, cau-
sando tanto efeitos sinérgicos como antagoni-
cos. Assim verificou-se que o material vegetal
influencia no comportamento dos antibacte-
rianos tornando M. officinalis L promissora
no combate a crescente resisténcia de bactérias
patogénicas, ja que houve efeitos sinérgicos;
isto faz deste trabalho importante como para-
metro para estudos mais aprofundados em rela-
¢ao aos metabolitos presentes nesta planta, bem
como seus efeitos mais detalhados se tratando
de sinergismo e antagonismo.
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