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RESUMO: A evolucdo no desenvolvimento de farmacos antimicrobianos trouxe, também,
a crescente resisténcia bacteriana. Assim sendo, é crescente a busca por novos farmacos
com potencial agao antimicrobiana. Por esse motivo, instigou-se o interesse pelo estudo de
espécies condimentares com atividades farmacolégicas ja conhecidas, o alho, cravo-da-
india e a canela. O presente trabalho objetivou analisar o potencial antimicrobiano de uma
capsula produzida a partir da associacdo dos extratos secos do Allium Sativium (alho),
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) e Cinnamommum zeylanicum (canela). Sendo um
estudo laboratorial experimental — observacional, através da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), pela técnica de pocos; avaliagdo do potencial
antimicrobiano pela dissolucdo em placas - pour plate e avaliacdo da toxicidade com
Artemia salina. O extrato seco obtido a partir do cravo-da-india, e suas associacdes duplas
com o alho e com a canela apresentaram halo de inibicdo frente todas as espécies
bacterianas testadas, sendo elas: Candida albicans, Salmonella, Staphylococcus aureus,
Klebsiella e Eschericia coli. Na determinac¢éo da toxicidade, a canela apresentou-se atoxico,
o alho e o cravo apresentaram-se com baixa toxidade, obtendo-se respectivamente os
resultados de 1200,43402 pg/mL, 713,60132 pg/mL e 452,89739 ug/ mL, em concentracdes
de 50mg. Concluiu-se que o produto final obtido, sob condi¢cdes associativas, apresenta
uma potencial atividade antimicrobiana, tendo valores atdxicos para o uso. Sendo, desta
feita, promissoras as atividades das capsulas, necessitando a realizacdo dos ensaios preé-
clinicos.

Unitermos: Allium Sativium, Syzygium aromaticum, Cinnamommum zeylanicum,

atividade antimicrobiana, plantas condimentares.

ABSTRACT: The evolution in the development of antimicrobial drugs has also brought the
increase of bacterial resistance. Therefore, there is a growing search for new drugs with
potential antimicrobial action. For that, reason was investigated to the interest in the study
of spices species with pharmacological activities already known, garlic, indian clove and
cinnamon. This study aimed to analyze the antimicrobial potential of a capsule produced
from the association of dry extracts of Allium Sativium (garlic), Syzygium aromaticum (indian
clove) and Cinnamommum zeylanicum (cinnamon). This is an experimental laboratory study
- Observational by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), wells technique;
antimicrobial evaluation by the dissolution in boards; and evaluation of toxicity with Artemia
salina. The dry extract obtained from the indian clove, and its dual combination with garlic
and cinnamon showed inhibition halo in all tested bacterial species, which are: Candida



albicans, Salmonella, Staphylococcus aureus, Klebsiella and Escherichia coli. In
determining the toxicity, cinnamon was presented nontoxic, garlic and indian cloves was
presented with low toxicity, obtaining respectively the results 1200,43402 pg/mL, 713,60132
pg/mL and 452,89739 pg/mL, at concentrations of 50mg. It was concluded that the final
product obtained, under conditions associative, has a potential antimicrobial activity, and
nontoxic values for consumption. The activities of the capsules were promising, requiring
the realization of others essays, preclinical.
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antimicrobial activity, toxicity, spices plants.
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INTRODUCAO

Diante da vasta biodiversidade brasileira, com um acervo amplo de plantas
medicinais, que muito se sabe do seu potencial farmacoldgico, porém ainda de forma
empirico/cultural, torna-se relevante o aprofundamento das propriedades preventivas,
curativas e recuperativas, de carater cientifico. Sabe-se que a maior parte dos produtos
farmacéuticos foi desenvolvida a partir dos produtos naturais. Contudo, estima-se que das
300 mil espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum
estudo cientifico para avaliar suas potencialidades na preparacdo de novos produtos
(Brandéao, 2004).

A disseminacdo do uso de plantas medicinais para o desenvolvimento de novos
farmacos, especialmente antimicrobianos, tem-se mostrado uma alternativa frente ao
cenario atual, principalmente na atencéo basica a saude, de forma preventiva. Em 2009, o
Ministério da Saude (MS) divulgou uma lista contendo 71 plantas medicinais indicadas para
serem utilizadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS), a RENISUS: Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, constituida de espécies vegetais com potencial
de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse do Ministério
da Saude do Brasil, onde o Allium sativum faz parte desta. (Anvisa, 2006)

Popularmente o alho é utilizado como condimento alimenticio e como recurso
terapéutico. Poucas plantas sdo tdo completas, tém tantas propriedades saudaveis e estao
ao alcance de todos, como o alho (Crizel, 2009). E uma hortalica pertencente a familia
Liliacea. O avanco da pesquisa cientifica nas ultimas décadas permitiu compreender suas

propriedades, entre as quais estdo a de possuir atividade antimicrobiana (Giovanela, 2002)
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e antioxidante (KHOSLA et al., 2004). Outras a¢fes farmacoldgicas estdo sendo registradas
em estudos com ratos (Mukherjee et al., 2004) e humanos (Hodge et al., 2002).

O extrato hidroalcodlico do alho apresentou uma ac¢éo fungicida em quatro testes
com concentracdes diferentes frente a Candida albicans. (Ota et al., 2010). 24 uL do extrato
puro, em concentragdo de 6%, inibiram o crescimento das bactérias E. coli e S. aureus
(Silva et.al., 2012). Verificou-se que apenas o alho in natura e o extrato hidroalcodlico
apresentaram atividade antibacteriana ante os trés microrganismos testados. Portanto, as
preparacdes usualmente utilizadas pela populagéo no tratamento de infecgdes, capsula de
Oleo de alho e extratos aquosos mostraram-se ineficazes para este fim, no presente estudo.
(Santiago et al., 2011)

O cravo-da-india possui propriedades antibactericidas € também usado como
anestésico e antisséptico para o alivio de dores de dente (Nascimento et al., 2000). Além
de seus efeitos nessas aplicacdes, os extratos de cravo-da-india reduzem o namero de
Escherichia coli e outras bactérias durante a armazenagem de sucos, leites e chas (Mau et
al., 2001).

Extratos dessa espécie também apresentam atividades biologicas, relatando o alto
potencial antimicrobiano e atividade bactericida frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa,
testados com o extrato de S. aromaticum (Nascimento et al., 2007). Dietas a base de cravo-
da-india podem ter efeitos benéficos para o tratamento da diabete (Prasad et al., 2005).

A canela (Cinnamomum zeylanicum) € uma das mais antigas especiarias
conhecida, suas folhas e cascas sdo fortemente aromaticas, sendo também utilizada na
culinaria, como condimento, além de ser, popularmente utilizada como estimulante, tdnica,
carminativa e antiespasmodica (PIO CORREA, 1994; COSTA, 1975; ALMEIDA, 1993).
Alguns trabalhos realizados sobre o 6leo de C. zeylanicum indicaram uma grande
diversidade da composicao quimica, com relato de pelo menos quatro quimiotipos: eugenol
(E)-cinamaldeido; benzoato de metila, linalol e canfora (Senanayake, 1998). Outros estudos
com os 0Oleos essenciais do gengibre, capim-citronela e a canela, o 6leo essencial de canela
foi 0 mais efetivo na inibicdo do crescimento bacteriano, devendo-se a maior concentragéo
de aldeido cinamico em elevada concentracao (77,72%), quando comparada com as outras
plantas estudadas (Andrade et.al., 2010).



Diante dos estudos ja descritos sobre, alho, cravo-da-india e canela, torna-se
relevante a producdo de uma cpsula a base da associagdo do extrato das trés plantas,
com propriedades terapéuticas, objetivando analisar seu potencial antimicrobiano.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Foram utilizados Allium Sativum (bulbos), Syzygium aromaticum (sementes) e

Cinnamomum zeylanicum (casca), todo material foi obtido em fornecedor idéneo.

Preparagéo do Extrato Bruto Seco

Para a obtencdo do extrato bruto seco de Allium Sativum (alho), Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) e Cinnamomum zeylanicum (canela) foram utilizadas as partes
com atividade de interesse. O procedimento foi realizado a partir da trituracdo das partes
utilizadas e imersao em solucéo extrativa, o material vegetal foi mantido imerso na solucao

por 5 dias, depois filtrada a vdcuo e concentrada em evaporacao rotativa.
Avaliacdo da Atividade Toxica

A atividade toxica dos extratos foi avaliada através do teste de letalidade frente
Artemia salina Leach, de acordo com o método proposto por Meyer et al. (1982). Apds a
eclosédo larvas de A. salina foram separadas em 7 grupos com 10 a 13 larvas. O primeiro
grupo recebeu a solucdo controle contendo tensoativo Tween e agua salina. Os 6 grupos
seguintes receberam diferentes concentracdes (1000pg/ mL, 750 pug/ mL, 500 pug/ mL, 250
png/ mL,100 pg/ mL e 50 pg/ mL) dos extratos secos obtidos a partir do alho, cravo e canela,
feitas a partir de 50 mg de cada substancia vegetal onde adicionou-se 1mL de Tween e 5
mL de &gua salina, os testes foram realizados em triplicata. Estes grupos foram colocados
por um periodo de 24 horas sobre iluminacgédo artificial. Apés este periodo, foi contabilizado

o0 numero de larvas vivas e mortas.

Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da acao antimicrobiana foi realizada in vitro sendo utilizadas como
indicadoras cinco cepas de microrganismos sendo quatro cepas de bactérias e uma de
levedura cultivadas por 24 horas a 37 °C em meio de cultura Agar Miiller Hinton e Agar
Sabouraud, respectivamente. As cepas de bactérias utilizadas foram: Staphylococcus

aureus ATCC 3613, Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella e a levedura: Candida albicans



ATCC 76615. A acao antimicrobiana frente aos microrganismos foi determinada por dois
métodos sendo eles: Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Método de

Dissolucao em Placa (Pour-Plate).

A determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), da Concentragdo Minima
Bactericida (CBM), e do Potencial Antibiético do Extrato Bruto Seco, foi realizada por disco-
difusdo segundo United States Pharmacopeial (USP, 2008). Preparou-se inoculos das
respectivas bactérias supracitadas em solucéo salina de soro fisiolégico, para controlar a
concentragdo bacteriana foi utilizada a escala 0,5 de Marc-Farland. Em cada placa
semeada foram confeccionados cinco pogos de 6 mm de didmetro, para a insergcéo de 50uL
de extrato bruto alcodlico em diferentes concentracdes, partindo de solucdo de 100%
inicialmente preparada a partir de 0,5g de cada extrato e diluido em 5mL de soro fisiologico,
seguido pelas diluicdes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25 % dos extratos brutos secos de cada
planta. Apds essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior

mensuracao dos halos em milimetros (mm).

Para a avaliagdo do potencial antimicrobiano utilizando-se o método de dissolugéo
em placas, para a preparacao do inoculo foram selecionadas 2 a 3 colénias de cada bactéria
ativada em Agar Muller-Hinton, e transferidas para tubos de ensaio contendo 2 mL de
solucéo salina 0,86%, estéril e homogeneizadas por 15 segundos. Utilizou-se a escala
McFarland como padrdo de turbidez para certificacdo do inéculo. Dissolveu-se 1g do
produto final, sendo este a associa¢do dos extratos brutos secos, adicionado do excipiente
amido, em 5 mL de soro para obter-se a chamada solucdo mae; e para o padrao branco,
utilizou-se 1g de amido e 5 mL de soro. Distribuiu-se em 5 tubos, sendo 1 mL em cada tudo
da solugédo mée e outros 5 tubos, cada um com 1 mL do branco. Em cada tudo inoculou-se
10 pL, obtendo-se concentragdo de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL de cada bactéria;
homogeneizou-se e aguardou-se sob repouso por 5 min. Distribui-se em placas os in6culos
com solucdo mae e também o padrao branco, sendo suspendido nos respectivos meios de
crescimento adequados, sendo o Agar Muller-Hinton para as bactérias e o Sabouraud para

o fungo em analise.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No bioensaio de toxicidade, apds 24 horas de exposicdo da Artemia salina Leach,
observou-se que houve baixo nimero de 6bitos em todas as concentracfes testadas da

amostra de Cinnamomum zeylanicum (canela) mostrou-se atoxico nas concentracoes e



condi¢les testadas,, apresentando valores da CL50 na faixa de1200,43402 pg/m, enquanto
gue o Allium sativum L (alho) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india) apresentaram-se
com baixa toxicidade, obtendo-se valores da CL50 na faixa de 713,60132 pg/mL e
452,89739 ug/mL respectivamente, visto que sé sao consideradas com baixa toxicidade

substancias que tenham TAS> 1000ug/mL (1 pg/mL = 1ppm).

Grafico 1. Determinacao da Toxicidade segundo a metodologia de Mayer para a Canela
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Grafico 2. Determinacao da Toxicidade segundo a metodologia de Mayer para o Alho
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Grafico 3. Determinacao da Toxicidade segundo a metodologia de Mayer para o Cravo-

da-india
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Considerando os resultados obtidos nos ensaios toxicoldgicos satisfatorios, seguiu-
se com a realizacao dos testes microbiologicos. O extrato do Syzygium aromaticum (cravo-

da-india), apresentou uma boa atividade antimicrobiana, bem como sua associagdo com o



Allium Sativium (alho) e a Cinnamommum zeylanicu (canela), apresentando halos de
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e de Concentracdo Minima Bactericida (CBM) de
30mm, 25mm e 22mm, respectivamente, para o fungo Candida ATCC 76615; de 15mm,
11mm para Salmonella ATCC 14028, ndo havendo inibicdo na associacdo de cravo e
canela frente essa espécie; de 16mm, 13mm e 14mm para Staphylococcus aureus ATCC
3613; 18mm, 14mm e 14mm para Klebsiella ATCC 13883 e 18mm, 13mm e 16mm para
Eschericia coli ATCC 25922 entretanto ndo apresentou halos de inibicdo nas concentracdes

e condicOes testadas para a associacao alho e canela frente as espécies testadas.

Tabelal. Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para Cravo

CMmI 100% 50% 25% 12,5%
Candida 30mm 16mm 8mm
Salmonella 15mm 13mm 8mm
S. aureus 16mm 14mm 9mm

Klebsiella 18mm 14mm 11mm 10mm
E.coli 18mm 15mm 12mm

Testes realizados com O6leo essencial de S. aromaticum mostraram atividade
inibitéria frente aos fungos Candida e Aspergillus (Pinto et al, 2009) e frente as bactérias
Vibrio spp. Edwardsiella ssp. Aeromonas spp., Escherichia coli, e Pseudomonas ssp. (Lee
et al, 2009). Dessa forma, o extrato seco obtido neste ensaio, apresentou atividade

antimicrobiana satisfatéria frente as espécies testadas.

Tabela2. Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) para associacdo Cravo e
Alho

CMI 100% 50% 25% 12,5%
Candida 25mm 21mm 18mm
Salmonella 11mm
S. aureus 13mm 12mm 8mm
Klebsiella 14mm 14mm

E.coli 13mm 13mm 9mm




Verificou-se que had uma provavel eficiéncia na inibicdo da cepa bacteriana de
Bacillus thuringiensis pelo extrato aquoso do alho, demonstrada pelo aumento do tamanho
do halo em proporcdo ao aumento das concentragbes, considerando-se que a
concentracdo 40% apresentou um menor valor que a de 30%. (Silva et al., 2012). Os testes
realizados, afirmam que o extrato de Allium sativum apresentou maior abrangéncia na
atividade inibitéria (100%) e bactericida (78,57%), demonstrando atividade bactericida para
S. para os sorovares S. Heidelberg, S. Cubana, S. Orion, S. Enteritidis, S. Enterica, S.

Lexigton, S. Give, S. Newport, S. Montevedeo e S. Kentucky (Bona et. al., 2012)

Tabela3. Determinagédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para associacdo Cravo e

Canela
CMI 100% 50% 25% 12,5%
Candida 22mm 15mm 10mm
S. aureus 13mm 12mm 8mm
Klebsiella 14mm
E.coli 16mm 10mm

O dleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) é utilizado como
flavorizante, aromatizante e conservante natural de alimentos e estudos mostraram sua alta

capacidade de inibir fungos (Lima et al., 2006) e bactérias (Matan et al., 2006).

A presente associacdo mostrou-se capaz de inibir a atividade do fungo Candida, bem
como bactérias de interesse clinico e farmacoldgico, sendo ela S. aureus, Klebsiella e

E.coli, 0 que corrobora seu potencial antimicrobiano.

Mediante os halos de inibicdo apresentados, a partir das concentragdes testadas,
deu-se a producdo da céapsula, utilizando-se o amido como excipiente. Pesou-se as
seguintes quantidades dos extratos secos obtidos previamente 0,4g do cravo, 0,3g do alho
e 0,3g da canela, que foi diluido em 3mL de agua destilada e acrescido de 5g de amido,
onde passou-se pelo processo de trituracdo em grau e pistilo. Seguiu-se para estufa a 40°C
pelo tempo necessario para a secagem. Posteriormente o material foi tamisado e
homogeneizado, sendo encapsulado em cépsulas da cor verde, tamanho 0, comportando

em média 500 mg do produto final, onde obteve-se o total de 15 capsulas.



Realizou-se a determinacéo do peso médio das capsulas, que apresentou o valor de
0,5349 sendo, do cravo 0,026g (26mg), da canela 0,020g (20mg) e do alho 0,0209(20mg),

por cipsula.

No ensaio por Método de Dissolucdo em Placas utilizou-se o produto final obtido a
partir dos extratos das espécies Syzygium aromaticum, Allium Sativium e Cinnamommum
zeylanicu adicionado do excipiente amido, tendo sido encapsulado posteriormente; Obteve-
se um elevado indice de inibicdo do crescimento microbiano para todas as espécies
bacterianas e fangicas testadas, sendo elas Candida albicans, Salmonella, Staphylococcus

aureus, Klebisiella e Eschericia coli.

Grafico 4. Inibicdo do crescimento microbioldgico da associacéo dos estratos
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Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a producdo da capsula reflete na
capacidade de se obter diferentes novos farmacos de potenciais antimicrobianos relevantes
a partir de extratos vegetais, ja que se obteve uma boa atividade frente as bactérias
testadas, bem como sob o fungo em estudo. Sendo as concentrac¢des utilizadas no produto
final, dentro de valores proximos da toxicidade, expressando seu potencial como produto
terapéutico, fazendo-se necessario a continuidade dos estudos, com novos ensaios pré-

clinicos e clinicos para obtencéo de um produto final.
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