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RESUMO

No presente trabalho objetiva-se caracterizar quimicamente o Oleo essencial de Cantinoa
carpinifolia Benth., avaliar seu potencial antibacteriano e realizar um estudo preliminar do seu
mecanismo de acdo sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A extracdo do Oleo
essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger
modificado. A caracteriza¢ido quimica foi feita por meio de um Cromatégrafo Gasoso acoplado
a um espectrometro de massas e os compostos foram quantificados por cromatografia em fase
gasosa com detector por ionizacdo de chamas. A atividade antibacteriana foi avaliada pela
técnica de macrodilui¢do, sendo realizado um estudo do tempo de morte celular. O mecanismo
de acdo antibacteriana foi estudado por meio de testes baseados na avaliacdo da permeabilidade
(efluxo de potdssio e tolerancia a sal) e integridade (liberacdo de materiais celulares) da
membrana celular bacteriana, bem como foram avaliados os efeitos sobre a superficie das
células por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os constituintes majoritarios
que caracterizaram o 6leo essencial de C. carpinifolia foram os monoterpenos a- tujona
(38,14%), - tujona (22,43%), sabineno (5,00%) e cis- pinocanfeno (5,55%) e o sesquiterpeno
[~ cariofileno (7,28%). Nas concentracdes de 6,25 e 0,39 uL mL"!, o 6leo essencial mostrou-se
bactericida e bacteriostatico sobre E. coli e S. aureus, respectivamente, sendo as cepas
bacterianas completamente inativadas nos tempos de 135 (E. coli) e 197 min (S. aureus). O
Oleo essencial em estudo ndo provocou efluxo de potdssio nem extravasamento de materiais
celulares. Além disso, ndo houve alteragdo da capacidade de tolerdncia a sal. Por meio das
eletromicrografias, foi possivel perceber os efeitos nocivos sobre ambas as bactérias, embora
nao pode ser observado o rompimento da membrana celular. Dessa forma, o 6leo essencial de
C. carpinifolia apresentou atividade bioldgica sobre as bactérias avaliadas; no entanto, mostrou
niao provocar danos na membrana celular de E. coli e S. aureus por nenhum dos testes
realizados, levantando a hipdtese de que o alvo de acdo foi intracelular.

Palavras-chave: Oleo essencial. Cantinoa carpinifolia. Potencial antibacteriano.
Mecanismo de acio.



ABSTRACT

The present work sought to characterize the essential oil from Cantinoa carpinifolia Benth. to
evaluate its antibacterial potential and to perform a preliminary study of its mechanism of action
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The extraction of the essential oil was
accomplished by the hydrodistillation technique, using a modified Clevenger apparatus. The
chemical characterization was achieved by means of a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer, and the compounds were quantified by gas chromatography with a flame
ionization detector. The antibacterial activity was evaluated by the macrodilution technique,
wherein the time necessary for cell death was determined. The mechanism of antibacterial
action was studied by means of tests based on the evaluation of the permeability (potassium
efflux and salt tolerance) and integrity (release of cellular materials) of the bacterial cell
membrane, as well as determination of the effects on the surface of the cells by Scanning
Electron Microscopy (SEM). The principal constituents that characterized the essential oil of
C. carpinifolia were the monoterpenes a-tujone (38.14%), f-tujone (22.43%), sabinene (5.00%)
and cis- pinocanphene (5.55 %) and the sesquiterpene S-caryophyllene (7.28%). Bactericidal
and bacteriostatic activities against E. coli and S. aureus, respectively, were observed at
essential oil concentrations of 6.25 and 0.39 uL. mL"'. The bacterial strains were completely
inactivated after 135 (E. coli) and 197 min (S. aureus). No efflux of potassium or extravasation
of cellular materials was observed upon treatment with the essential oil. In addition, there was
no change in salt tolerance. By means of electromicrographs it was possible to perceive the
harmful effects on both bacteria, although the rupture of the cellular membrane could not be
observed. Thus, the essential oil from C. carpinifolia presented biological activity against the
evaluated bacterium; however, it did not cause damage to the cell membranes of E.coli and S.
aureus in any of the tests performed.

Keywords: Essential oil. Cantinoa carpinifolia. Antibacterial potential. Mechanism of
action.
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1 INTRODUCAO

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) representam um grave problema de
saude publica. Sdo caracterizadas por geralmente apresentarem um quadro de anorexia, nduseas
e diarreia, ocasionado pela ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados.

Dentre os principais agentes de contaminagdo, encontram-se as bactérias, uma vez que
podem atuar sobre diferentes substratos e em uma ampla faixa de pH e de temperatura,
facilitando, assim, sua disseminacdo. As espécies Salmonella ssp, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus sdo as principais responsaveis pelos maiores nimeros de surtos no
Brasil, relatados nos tltimos 10 anos (BRASIL, 2016).

Além desses danos relacionados a saide dos consumidores, as contaminacdes de
alimentos acarretam grandes perdas econdmicas, resultando em prejuizos imensuraveis pelas
industrias alimenticias.

Como forma de controlar esses microrganismos, os antibidticos sintéticos, bem como
os desinfetantes, antissépticos e conservantes, sio os mais empregados. Entretanto, diversas
pesquisas relatam que o uso continuo desses produtos pode selecionar cepas bacterianas
resistentes, sendo necessario o aumento da dosagem a cada aplicagdo. Diante disso, e sabendo
que esses produtos, quando usados de forma incorreta, estdo relacionados a danos a satde do
homem e ao meio ambiente, surge a necessidade de sua substituicdo por produtos naturais que
sejam menos agressivos e ecologicamente seguros.

Nesse contexto, enquadram-se os Oleos essenciais, que s@o metabdlitos secundarios,
compostos por uma mistura de substancias volateis, liquidas e odoriferas.

Dentre as diversas propriedades biolégicas que os Oleos essenciais apresentam,
destacam-se como potentes antimicrobianos. Entretanto, para acentuar o uso desses compostos,
torna-se necessaria a elucida¢io do seu mecanismo de acdo, permitindo prever seus efeitos e a
maneira como interagem com o microrganismo.

A espécie Cantinoa carpinifolia Benth, popularmente conhecida como rosmaninho, é
uma planta pertencente a familia Lamiaceae, podendo ser encontrada entre diversas formagdes
vegetais, como cerrados, campos sujos, campos limpos, campos rupestres, bordas de matas de
galeria e de encosta. Na medicina popular, é utilizada no tratamento de doengas como gripes,
resfriados e reumatismo.

Objetivou-se no presente estudo extrair e caracterizar quimicamente o 6leo essencial de
Cantinoa carpinifolia, avaliar seu potencial antibacteriano e elucidar seu mecanismo de acao

sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolitos secunddrios de plantas

Desde os primérdios, o homem primitivo buscava na natureza solucdes para suas
necessidades bésicas de sobrevivéncia, como alimentagdo, protecdo e moradia, possibilitando-
os a descoberta de plantas e ervas eficientes no tratamento de suas doencas e ferimentos
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Com o decorrer dos anos e avango da quimica, as substancias bioativas presentes nessas
plantas foram identificadas e isoladas, permitindo o desenvolvimento de medicamentos com
atividade terapéutica ainda maior. Essas substancias sao derivadas do metabolismo secundério
das plantas, apresentando-se com estruturas de baixo peso molecular, responsdveis por
atividades biolégicas marcantes exercidas pelas plantas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Esses compostos, conhecidos como metabdlitos secunddrios, sdo de fundamental
importancia na interacao entre as plantas e o meio ambiente. Podem ser sintetizados em estagios
especificos de crescimento ou em periodos de estresse provocados por algum agente externo,
como clima e ataque de patégenos, desempenhando, assim, um papel protetor contra esses
agentes. De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), o teor de metabdlitos secundarios nas
plantas pode variar de acordo com o clima, sazonalidade, disponibilidade hidrica, exposi¢ao a
radiacao UV, variacdo na composi¢ao quimica do solo, polui¢do atmosférica, bem como com

a inducdo de estimulos mecanicos e ataque de patégenos (Figura 1).
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Figura 1- Fatores edafoclimaticos que influenciam o teor de metabdlitos secunddrios de plantas.

-

indice pluviométrico
' Radiacdo UV

/ Composicao
/ atmosférica

= Herbivorio e
Atague de palbgenos

Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007)

Além da sua importancia bioldgica, os metabdlitos secunddrios apresentam importantes
atividades farmacoldgicas, podendo ser aplicados nas industrias farmacéuticas, de alimentos,
agronOmica e na perfumaria.

A biossintese desses compostos ocorre a partir do metabolismo da glicose, via dois
precursores basicos: o 4cido chiquimico e o acetato, conforme mostrado na Figura 2 (SIMOES

et al., 2007).
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Figura 2- Biossintese de metabdlitos secundarios.
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Fonte: Adaptado de Simdes et al., 2007.

Partindo-se do 4cido chiquimico, sdo formados compostos que possuem um anel
aromdtico em sua estrutura, como os alcaloides arométicos, os fenilpropanoides, as cumarinas
e os taninos hidrolisdveis. Pela via do acetato, sdo formados dcidos graxos, terpenos, esterois e

aminoacidos alifaticos com seus derivados alcaloides.

2.2 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo metabodlitos secundarios classificados pela ISO (International
Standard Organization) como “produtos obtidos de partes de plantas por meio de destilagao por
arraste com vapor d“agua, bem como produtos obtidos por espressao dos pericarpos de frutos
citricos” (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais também podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias, uma vez que sao formados por uma mistura complexa de substancias voléateis,
lipofilicas e que, geralmente, exalam um odor agraddvel. Além dessas caracteristicas,
apresentam-se como liquidos, a temperatura ambiente, e incolores ou levemente amarelados
(SIMOES et al., 2007).

Podem ser sintetizados em diversas partes das plantas, como nas folhas, flores, caule,

galhos finos, sementes, frutos, raizes e em cascas, sendo armazenados em pelos glandulares,
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bolsas lisigenas ou esquizolisigenas, canais oleiferos ou em células parenquimaéticas
diferenciadas (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais podem conter varios constituintes quimicos diferentes, cada qual em
diferentes concentragdes, sendo, geralmente, um ou dois em maior quantidade (compostos
majoritarios); outros em propor¢cdes moderadas (compostos minoritdrios) e aqueles cujas
concentracdoes sao minimas (tracos). Em termos de estrutura quimica, sdo compostos,
principalmente, por carbono, hidrogénio e oxigénio. Alguns constituintes apresentam-se como
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e
terpé€nicos, entre outros (SIMOES et al., 2007).

Ressalta-se ainda que, como todo metabdlito secundédrio, a composi¢do de um 6leo
essencial extraido de uma mesma espécie pode variar de acordo com sua localizacdo e com
fatores extrinsecos, como temperatura, clima e sazonalidade (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais apresentam atividades bioldgicas diversificadas, refletindo o proprio
papel que exercem nas plantas. Podem atuar como agentes antioxidantes, antibacterianos,
antifiingicos, inseticidas, alelopaticos, dentre outros (SIMOES et al., 2007).

Essas propriedades vém sendo cada vez mais exploradas pelos diferentes ramos
industriais, destacando-se na industria alimenticia, na conservagdo e incremento de aroma e
sabor dos alimentos, na indudstria farmacéutica, devido as suas propriedades antissépticas,
digestivas, sedativas e analgésicas; e na industria de cosméticos, atuando como base para

sabonetes, cremes e perfumes (EL ASBAHANI et al., 2015).

2.2.1 Biossintese dos constituintes presentes nos 6leos essenciais

Os constituintes dos 6leos essenciais sao derivados de fenilpropanoides e de terpenos,
formados a partir da via do dcido chiquimico e da via do acetato, respectivamente (SIMOES et
al., 2007).

Os fenilpropanoides (Figura 3) s@o compostos arométicos que apresentam uma cadeia
lateral com trés dtomos de carbono ligada ao anel aromatico. Sao formados, pela via do 4cido
chiquimico, na qual os aminodcidos a fenilalanina e tirosina, por a¢do da enzima fenilalanina
amonialiasa (FAL), liberam uma molécula de amdnia, formando as unidades bésicas dos dcidos
cindmicos e p-cumadrico que, por sua vez, produzem através de reacdes de redugdo, oxidacdo, e
ciclizagdo, os fenilpropanoides. O mecanismo de formacao dos fenilpropanoides estd descrito

na Figura 4. (SIMOES et al., 2007).



Figura 3- Estrutura quimica bésica dos fenilpropanoides.
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Figura 4- Biossintese dos fenilpropanoides. (Continua)
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Figura 4- Biossintese dos fenilpropanoides. (Continua)
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Figura 4- Biossintese dos fenilpropanoides. (Conclusdo)

Sintese dos fenilpropanoides a partir dos aminoacidos
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Fonte: Teixeira (2016).
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Os terpenos sdo compostos por unidades de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno), podendo

apresentar-se como seus isdmeros saturados ou parcialmente saturados, bem como seus

derivados oxigenados, como dlcoois, aldeidos, cetonas, fendis, éteres e ésteres, sendo, neste

ultimo caso, chamados de terpenoides. O isopreno (Figura 5) apresenta em sua estrutura

quimica cinco dtomos de carbono distribuidos em uma cadeia ramificada ligada por duas

ligacdes simples e duas ligacdes duplas (SIMOES et al., 2007).

Figura 5- Estrutura quimica basica do isopreno.

N

Fonte: Do autor (2018).

As unidades isoprénicas sdo formadas a partir da via do mevalonato ou da via DXPS,

sofrem condensacao e, por sua vez, formam os esqueletos carbonados dos terpenos (DEWICK,

2009).
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A via do 4cido mevaldnico pode ser esquematizada de acordo com a Figura 6. A
biossintese inicia-se com a formagdo de acetoacetil-CoA, por meio de uma condensagdao
alddlica de duas moléculas de acetil-CoA, catalisada pela enzima acetoacetil-CoA sintase. Por
sua vez, o acetoacetil-CoA combina-se com outra molécula de acetil-CoA, formando o f-

z

hidroxi-f -metilglutaril-CoA. Esse é reduzido a dcido mevaldico e mevaldnico. O 4cido
mevaldnico é, entdo, fosforilado e descaboxilado, originando o isopentenil-difosfato (IPP) e seu

isdbmero dimetilalil-difosfato (DMAPP), dos quais derivam as diferentes formas de terpenos

(DEWICK, 2009).

Figura 6- Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Continua)
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Figura 6- Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Continua)
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Figura 6- Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Conclusao)
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Ja a via DXPS (Figura 7) inicia-se com a condensa¢do de piruvato e gliceraldeido-3-

fosfato. O DXPS é, entao, reduzido a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, convertido a um derivado

de citidina difosfato e fosforilado via ATP. O composto resultante €, entdo, convertido em um

fosfato ciclico, liberando a molécula de citidina fosfato (CMP). A 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-

difosfato-sintase produz o 4-hidroxi-3-metilbut-2-enilo difosfato, que € entio transformado em

isopentenil-difosfato e dimetilalil-difosfato, nas proporcdes de 5:1, respectivamente (DEWICK,

2009).

Figura 7- Biossintese dos terpenos pela via DXPS. (Continua)
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Figura 7- Biossintese dos terpenos
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pela via DXPS. (Continua)
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Figura 7- Biossintese dos terpenos pela via DXPS. (Conclusao)
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2.2.2 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais e algumas metodologias utilizadas para

avaliacdo

Os constituintes dos 6leos essenciais sdo considerados importantes compostos naturais
com propriedades antibacterianas, as quais podem ser verificadas por meio de diversas
metodologias.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 2003) os
principais testes utilizados para verificar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais sao 0s
de difusdo em dgar e diluicdo em caldo, sendo esses igualmente aceitdveis para avaliar de forma
quantitativa a sensibilidade de microrganismos a quaisquer agentes antimicrobianos.

z

O método de difusdo em dgar ¢ um método fisico que consiste na inoculacdo da

substancia ativa em meio de cultura sélido, através de disco de papel filtro, cilindros de aco
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inoxidével, ou de vidro, ou por meio de perfuragdes no proprio dgar. Os resultados sdo avaliados
relacionando a propor¢do da zona de inibi¢cdo do crescimento bacteriano com as concentragdes
da substancia avaliada. J4 o método de diluicdo em caldo é baseado na inoculagdo direta do
microrganismo e do composto antimicrobiano em meio de cultura liquido, relacionando a
proporcdo de crescimento bacteriano, avaliado pela medida de turbidez do meio de cultura, e
as concentracdes de agente antimicrobiano testadas. Esse pode ser de dois tipos, macrodilui¢do,
realizado em tubos de ensaio com volume total de meio de cultura variando de 1 a 10 mL, e
microdilui¢do, utilizando microplacas com 96 pocos e com volume entre 0,1 e 0,2 mL
(OSTROSKY et al., 2008).

Tanto nos testes de difusdo em dgar quanto nos de diluicdo em caldo, a menor
concentracdo de antimicrobiano capaz de causar a inibicao do crescimento bacteriano € definida
como a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), ao passo que a concentracdo responsavel pela
eliminacdo das cepas bacterianas é definida como a Concentracdo Minima Bactericida (CMB)
(Brasil, 2003).

Silva et al. (2015), utilizando a metodologia de difusdo em cavidade 4gar, verificaram a
atividade antibacteriana de 6leos essenciais extraidos das espécies de Mentha viridis e Mentha
pulegium sobre cepas de Escherichia coli, Salmonella Choleraesuis, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes. As CMIs para as bactérias Gram-negativas foram as mesmas para os
dois 6leos, sendo de 62,5 L mL! para E. colie 31,3 pL mL! para S. Choleraesuis. Dentre as
bactérias Gram-positivas, o 6leo essencial de M. pulegium mostrou-se mais eficiente,
apresentando CMI de 15,6 uL mL™! para S. aureus e de 62,5 pL mL™! para L. monocytogenes.
As CMIs encontradas para o 6leo essencial de M. viridis foram de 62,5 e 125 pL mL™! para S.
aureus e L. monocytogenes, respectivamente.

Miranda et al. (2016) estudaram a inibicdo dessas mesmas bactérias pelos 6leos
essenciais de Coniza bonariensis, Tithonia diversifolia, Hedychium coronarium e Baccharis
dracunculifolia. Os autores verificaram que o 6leo essencial de C. bonariensis foi o mais
efetivo, apresentando CMIs de 3,9, 15,6 e 500,0 pL. mL! para S. Choleraesuis, S. aureus e L.
monocytogenes, respectivamente.

A ac¢do antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare (orégano) foi verificada
por De Araujo e Longo (2016). Os autores avaliaram o potencial bacteriostético e bactericida
do 6leo essencial de orégano por meio dos métodos de microdilui¢do e macrodiluicdo,
determinando a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e a Concentragcdo Minima Bactericida
(CMB), respectivamente. Os microrganismos avaliados foram duas cepas padrao de E. coli e S.

aureus, e duas cepas isoladas de amostras de pacientes infectados por esses mesmos patogenos.
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A CMI e a CMB para a cepa de E. coli padrio foram de 6,25 uL mL"! e 12,5 pL mL",
respectivamente. J4 para a E. coli isolada de amostra clinica, a CMI foi de 12,5 uyL mL! e a
CMB de 25,0 uL mL™'. A cepa de S. aureus padrio apresentou CMI e CMB de 12,5 pLL mL,
e a cepa obtida de amostra clinica indicou valores de CMI e CMB de 6,25 pL mL! e 25,0 uL
mL", respectivamente.

Outra espécie estudada recentemente é a Amomum tsaoko, uma especiaria chinesa cujo
o 6leo essencial foi citado por Guo et al. (2017) como um potente agente antibacteriano natural.
Os autores, por meio de métodos de diluicdo em caldo, encontraram valores de CMI e CMB
entre 3,13 e 12,5 mg mL"!, tanto para as bactérias Gram positivas (S. aureus, Bacillus subtilis)

quanto para as Gram negativas (E. coli e Salmonella typhimurium).

2.2.3 Mecanismo de acdo antibacteriana dos dleos essenciais

E importante saber a maneira como o Gleo essencial interage com o patégeno,
permitindo, dessa forma, prever qual alvo celular serd afetado e qual a influéncia na
sobrevivéncia do microrganismo nos alimentos, em tecidos vivos ou em como o processo de
infec¢do pode ser contornado (FALEIRO, 2011).

Diversos estudos relatam que a propriedade antibacteriana dos dleos essenciais pode
estar associada a sua lipofilicidade, permitindo sua penetracao na parede celular e na membrana
bacteriana, promovendo uma perturbacio nas atividades celulares e causando a liberacao de
constituintes celulares essenciais a sua sobrevivéncia. (CAILLET et al., 2009; DE SOUZA et
al., 2010; GUO et al., 2017; MIRANDA et al., 2016; PATRA; DAS; BAEK, 2015; TEIXEIRA
et al., 2012; YANG KHAN; KANG 2015).

Caillet et al. (2009) atribuiram a a¢@o do 6leo essencial de orégano sobre a estrutura da
parede celular de S. aureus, analisando eletromicrografias obtidas por Microscopia Eletronica
de Transmissao (MET). Além disso, os autores observaram uma diminui¢c@o nos niveis de ATP
intracelular e um aumento de ATP extracelular apds o tratamento das células bacterianas com
o 6leo essencial estudado.

O ¢leo essencial de Origanum vulgare L., estudado por De Souza et al. (2010),
promoveu a perda de materiais celulares e {fons potdssio imediatamente apds o contato do 6leo
essencial com S. aureus, indicando a perturbagdo da integridade da membrana bacteriana. Outra
acdo observada pelos autores foi a inibi¢ao total de enterotoxina, indicando também uma agao

indireta do 6leo essencial na membrana celular.
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Yang; Khan e Kang (2015) estudaram o mecanismo de a¢do do dleo essencial de
Forsythia koreana sobre as bactérias E. coli e L. monocytogenes. Por meio de imagens obtidas
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), os autores observaram alteracdes
morfolégicas em ambas as bactérias. Além disso, os estudos mostraram que houve um
vazamento de fons de potdssio para fora da célula, e também liberacdo de materiais
citoplasmaticos, indicando que o O6leo essencial atuou sobre a integridade da membrana
citoplasmatica.

Corroborando com a hipdtese de que os Oleos essenciais induzem um efeito
antibacteriano via interagdo com a membrana citoplasmadtica, Patra; Das e Baek (2015) também
verificaram efluxo de fons potdssio, liberagdo de dcidos nucleicos € um aumento na
condutividade elétrica de cepas de E. coli tratadas com o 6leo essencial de Enteromorpha linza.
Os autores também observaram alteracdes morfologicas, tais como superficie rugosa e
alongamento das células. O Oleo essencial em estudo comprometeu a capacidade
osmorregulatéria da bactéria na presenca de concentragdes elevadas de sal, indicando também
a degradacdo de enzimas importantes dentro da célula bacteriana.

No entanto, devido a complexa composi¢do quimica dos 6leos essenciais, a inibi¢ao de
microrganismos pode envolver inimeros mecanismos, uma vez que todos os componentes da
c€lula bacteriana podem se tornar suscetiveis a atuacdo desses 6leos. Além disso, uma estrutura
celular afetada pode promover a perturbacdo de outro componente celular, desencadeando um
efeito domind. De acordo com Faleiro (2011), os 6leos esséncias podem interromper processos
como a sintese de proteinas e de moléculas de sinalizag¢ao (QS), alterar a permeabilidade celular,
interromper vias metabodlicas, provocar desequilibrio nas taxas de ATPs e promover

invaginagdes e agregacdo de materiais citoplasmaticos (Figura 8).
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Figura 8- Esquema dos possiveis alvos celulares bacterianos afetados pelos 6leos essenciais.
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Fonte: Adaptado de: Faleiro (2011).

Becerril et al. (2007), analisando imagens de MET, perceberam anomalias
intracitoplasmaticas em cepas de E. coli e S. aureus tratadas com os 6leos essenciais de orégano
e canela. Essas anomalias foram mais pronunciadas para E. coli, dentre as quais foram
observadas material coagulado na parede celular e nas extremidades apicais, aumento e
irregularidade no espago periplasmico e auséncia de fimbrias.

Estudos realizados por Di Pascua et al. (2010) mostraram a influéncia do componente
timol, constituinte majoritario do 6leo essencial de orégano, na sintese proteica de Salmonella
enterica ser. Thompson. Os autores destacaram alteracOes nas diversas vias metabdlicas,
incluindo no metabolismo do citrato e na sintese de ATP, provocadas pelo comprometimento

de proteinas envolvidas nessas vias.

2.3 Cantinoa carpinifolia Benth. (rosmaninho)

Cantinoa carpinifolia Benth. (=Hyptis carpinifolia Benth.)(Figura 9a), conhecida
popularmente como rosmaninho ou rasmaninho, € um arbusto ramificado pertencente a familia
Lamiaceae, apresentando caracteristicas odoriferas e inflorescéncias de cor lilds. A espécie é
descrita por Da Silva-Luz et al. (2012), apresentando-se com até 2 m de altura, possuindo folhas

sésseis, ovais e coridceas, com comprimento que varia de 1,9 a 3,1 cm e largura entre 1,2 ¢ 2,0
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cm. As flores, também sésseis, possuem bractéolas involucrais, lanceoladas ou ovais, de 5 a 7
mm de comprimento e 1,6 a 3 mm de largura, com dpice acuminado ou agudo (Figura 9b).

No Brasil, € distribuida em areas de cerrado das Regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste
e Sudeste. E uma planta utilizada na medicina popular, no tratamento de doencas, como gripes,
resfriados e reumatismo. Suas folhas sdo geralmente submetidas a infusdo e compressas (DA

SILVA-LUZ et al., 2012; SILVA; MOURA, 2011).

Figura 9- Aspecto geral da espécie Cantinoa carpinifolia Benth

Fonte: Da Silva-Luz et al. (2012); Harley e Pastore (2012).

2.4 Doengas Transmitidas por Alimentos

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) representam um grave problema de
saude publica. Sdo caracterizadas por geralmente apresentarem um quadro de anorexia, nduseas
e diarreia, ocasionado pela ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados (BRASIL, 2017a).

Os contaminantes de alimentos podem ser divididos em quimicos (pesticidas,
detergentes e antibidticos), fisicos (fragmentos de insetos, pedacos de vidro e poeira) e
bioldgicos (bactérias, virus e fungos). Ambas as classes afetam a satide publica; no entanto, os
contaminantes bioldgicos sdo os mais preocupantes (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao (SINAN), entre os
anos de 2007 e 2016 as principais contaminagdes de alimentos no Brasil estavam relacionadas
a microrganismos, sendo as bactérias responsaveis por 90,5% dos casos. Dentre os principais

patdgenos as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, juntamente com a Salmonella
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ssp, foram as responsdveis pelos maiores nimeros de contaminagdes (Figura 10) (BRASIL,
2016).

Figura 10- Principais microrganismos associados a contaminacao de alimentos no Brasil, entre
os anos de 2007 e 2016.
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J& foram relatados mais de 250 tipos DTA, apresentando sintomas clinicos que podem
variar conforme o agente de infec¢do, desde casos passageiros de disenteria, até quadros criticos
de desidratagdo, diarreia sanguinolenta e problemas renais (BRASIL, 2017a).

Essas enfermidades sdo responsaveis por considerdvel morbidade e mortalidade.
Segundo estimativas realizadas pela Organizacdo Mundial de Satide, uma em cada dez pessoas
adoece anualmente pela ingestdo de alimentos contaminados, representando cerca de 600
milhdes de pessoas. Os casos de 6bito contabilizam 420 mil individuos, dos quais, cerca de 1/3
sao criangas menores de 5 anos. As dreas de baixa renda respondem pelos maiores nimeros de
casos, destacando-se a Africa e o sudeste asidtico (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2015).

No Brasil, nos anos entre 2007 € 2016, houve certa de 6.632 surtos, envolvendo 118.102
doentes, sendo relatados 109 casos de dbito. As principais regides relatadas foram Sudeste e
Sul, respondendo por 43,8 e 24,8% dos casos, respectivamente. No entanto, sabe-se que nessas
areas os Sistemas de Vigilancia Sanitdria e Epidemioldgica ja se encontram bem instalados,

levando-nos a questionar sobre a eficiéncia no levantamento desses dados (BRASIL, 2016).
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2.5 Principais bactérias de origem alimentar
2.5.1 Salmonella sp

Responsdveis pelos maiores nimeros de surtos alimentares em diversos paises, 0 género
Salmonella (Figura 11) compreende bactérias do tipo bacilos Gram-negativos. As
contaminacgdes ocorrem pela ingestdo de alimentos contaminados, como leite, ovos, carne
bovina e de aves (SHINOHARA et al., 2008).

As doengas causadas por esse género podem ser divididas em trés grupos: febre tifoide,
entérica e enterocolite (ou salmoneloses), cada qual com sintomas préprios. A febre tifoide
afeta apenas o homem, manifestando-se por meio de septicemia, febre alta, diarreia e vomitos,
podendo levar a 6bito. O individuo contaminado pode se tornar um portador por muito tempo,
mesmo apds a desintoxicacdo, apresentando-se como fonte de contaminacdo de dguas e
alimentos. A febre entérica caracteriza-se por sintomas mais brandos que a tifoide, porém com
um tempo de duragdo mais curto. Ambas sdo tratadas mediante os antibidticos cloranfenicol ou
ampicilina. J4 nos casos de salmoneloses, geralmente nao é necessdrio o tratamento com
antibiotico. Os sintomas clinicos sdo diarreias, febres, dores abdominais e vOmitos, com
duracdo que varia entre um a quatro dias. Nos animais, os sintomas sdo bastante semelhantes,
sendo os gado, suinos e aves as espécies mais susceptiveis a contaminacdo (FRANCO;

LANDGRAF, 2008).

Figura 11- Aspecto geral da bactéria Salmonella enterica.

Fonte: Gupte; De Rezende e Joseph, 2003.
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2.5.2 E. coli

E uma bactéria bacilo Gram-negativo (Figura 12), pertencente 2 familia
Enterobacteriaceae. Apresenta-se na forma de bastonete curto, ndo esporulado, com tamanho
que varia de 1,1 a 1,5 pum por 2,0 a 6,0 um. Possui metabolismo anaerébio facultativo, e a

maioria sio méveis devido a presenca de flagelos peritriquios (FERREIRA; KNOBL, 2009).

Figura 12- Aspecto geral da bactéria Escherichia coli.

Fonte: Bajpai et al. (2017)

Quando em meios de nutrientes sélidos, as unidades formadoras de coldnias (UFC)
podem se apresentar com aspecto rugoso ou liso, com didmetro de 1 a 3 mm, havendo também
colénias intermedidrias (FERREIRA; KNOBL, 2009).

E uma bactéria de origem fecal e sua presenca nos alimentos indica mds condi¢des de
higiene. Pode ser isolada através do trato gastrointestinal de humanos e animais (domésticos e
selvagens). Esses microrganismos sobrevivem na faixa de pH entre 5 e 9 e apresentam
temperatura 6tima de crescimento em torno de 37 °C (BAKER et al., 2016).

As linhagens patogénicas de E. coli podem ser divididas em cinco classes:
enteropatogénica (EPEC), enteroinvasora (EIEC), enterotoxigénica (ETEC), entero-
hemorrdgica (EHEC) e enteroagregativa (EAGGEC), todas relacionadas a casos de diarreia,
com viruléncia variando conforme a classe (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As infecc¢des por enteropatogénica cldssica sdo as principais causadoras de gastrenterite
em criangas, caracterizando-se por diarreia, dores abdominais, vOomitos e febre. A doenca
apresenta um periodo de incubagdo entre um intervalo de 17 e 72 horas (média de 36 horas).
As enteroinvasoras provocam a eliminagao de sangue e muco com as fezes, c6licas abdominais,

febre e mal-estar, manifestando-se ap6és um periodo de, em média, 11 horas. As E. coli



35

pertencentes a classe enterotoxigénica possuem um periodo de incubacido de 8 a 44 horas,
provocando febre baixa, dores abdominais e nduseas, caracterizando-se por diarreia aquosa. As
contaminacgdes do tipo entero-hemorrdgica manifestam-se por dores abdominais severas e
diarreia aguda, seguida de diarreia sanguinolenta, diferindo-se das demais pela auséncia de
febre. O periodo de incubacdo varia de trés a nove dias. Por fim, sobre as E. coli
enteroagregativas, ainda ndo foram relatados surtos de origem alimentar, mas, também,

parecem estar associadas com casos cronicos de diarreia (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.5.3 S. aureus

E uma bactéria pertencente a familia Micrococcaceae, do tipo cocos Gram-positivo
(Figura 13). Possui metabolismo anaerébio facultativo, sdo imdveis e suas células crescem em
grumos, semelhante a cachos de uvas. As unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus
mostram-se arredondadas, lisas e brilhantes, sendo capazes de crescer em meios de cultura
solidos ou liquidos. Sua temperatura 6tima de crescimento varia entre 35 e 37 °C (KONEMAN

et al., 2008).

Figura 13- Aspecto geral da bactéria Staphylococcus aureus.

. el

Fonte: Bajpai et al. (2017)

As intoxicacdes sdo provocadas por alimentos que apresentam enterotoxinas (toxinas
produzidas por S. aureus), causando sintomas que variam de acordo com a concentracio dessa
toxina, quantidade ingerida do alimento e sensibilidade do individuo. As principais ocorréncias
sa0 nduseas, vomitos, caibras abdominais, diarreias e sudorese. Em alguns casos, podem haver,
ainda, dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial e, em quantidades elevadas de

toxina, febres (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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2.6 Antimicrobianos sintéticos

Tanto na inddstria alimenticia, como no tratamento terapéutico de pessoas
diagnosticadas com DTA, os antimicrobianos sintéticos representam a principal ferramenta de
controle desses microrganismos.

Para que seja eficiente, esses produtos devem ser capazes de permear a parede celular
bacteriana, possuir afinidade pelo sitio de ligacdo, manter-se tempo suficiente para promover a
inibicdo e permanecer na sua concentracao ideal no local infectado (BRASIL, 2017b).

Eles podem ser classificados como bactericidas, quando sdo capazes de inativar e
destruir as células bacterianas, e como bacteriostaticos, atuam na inibi¢ao da multiplicacao do
microrganismo.

Podem agir inibindo a sintese da parede celular (penicilina, cefalosporina), ao nivel da
membrana citoplasmatica, promovendo sua desorganizagao e ruptura, bem como alterando sua
permeabilidade (colistina, daptomicina), ao nivel de susbstrato, influenciando na sintese
proteica e nas funcdes e estrutura do DNA (cloranfenicol, levofloxacina) ou nas vias

metabolicas intermedidrias (sulfametoxazol, sulfanilamida) (Figura 14) (BRASIL, 2017b).

Figura 14- Esquema geral dos mecanismos de ac@o de alguns antibidticos sintéticos.
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Fonte: Adaptado de Brasil (2017)b.

No entanto, o uso indiscriminado desses produtos pode selecionar cepas bacterianas
resistentes, bem como promover efeitos adversos. Além disso, esses produtos, quando usados

de forma irregular, podem estar associados a danos a saide do homem e ao meio ambiente,
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surgindo, assim, a necessidade de sua substitui¢do e/ou associagdo com produtos naturais que
sejam menos agressivos e ecologicamente seguros.

Dessa forma, objetivou-se no presente estudo extrair e caracterizar quimicamente o 6leo
essencial de C. carpinifolia Benth., avaliar seu potencial antibacteriano e elucidar seu

mecanismo de acdo sobre as bactérias E. coli e S. aureus.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obten¢do do material vegetal e extracdo do 6leo essencial de C. carpinifolia

As folhas de C. carpinifolia foram coletadas no municipio de Itumirim-MG, em 6 de
fevereiro de 2014, no periodo da manha de um dia ausente de chuva. A identificacdo da espécie
vegetal foi realizada pela professora doutora Mariana Esteves Mansandres, do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras e a exsicata foi depositada no Herbéario ESAL,
sob o registro de numeragdo 28.489.

A extracio do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Quimica Orgénica - Oleos
Essenciais/ DQI, da UFLA, pela técnica de hidrodestilagdo utilizando um aparelho de
Clevenger modificado, por 2 horas. O hidrolato foi submetido a centrifugacdo a 965 g por 10
minutos. Posteriormente, o 6leo essencial foi pipetado com o auxilio de uma micropipeta de

Pasteur e acondicionado em um vidro ambar sob refrigeracdo (BRASIL, 2010).

3.2 Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de C. carpinifolia

A andlise quimica do 6leo essencial foi realizada na Central de Andlise e Prospeccao
Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras.

Os compostos quimicos foram identificados por cromatografia gas-liquido acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), utilizando um aparelho Shimadzu, modelo QP 5050A, nas
seguintes condi¢des: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada DB5
(5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano) (0,25 pm de espessura de filme); O gas de arraste foi o
hélio, o fluxo de saida 1,0 mL min™'; o volume da amostra injetada foi de 0,1 pL, diluida em
hexano; a taxa de particdo do volume injetado foi de 1:20 e pressdo na coluna de 71,0 kPa; A
temperatura do forno foi programada para 60 °C, 1 min, aumentando até 246 °C (3°C min),
depois a 10 °C até atingir 300 °C, mantendo-se constante essa temperatura por 7 min; A

temperatura do injetor e detector foram de 220 °C e 240 °C, respectivamente. As condi¢des do
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espectrometro de massas foram: detector de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos e fragmentos detectados na faixa de 45 a 500 Da.

Os compostos foram identificados por comparagao com as bibliotecas do equipamento,
NIST107 e NIST21, sendo a quantificacdo de cada constituinte obtida por meio de
normalizagdo de dreas (%), por meio de um cromatdgrafo gasoso Shimadzu CG-17A equipado
com detector por ioniza¢ao de chamas (DIC), nas mesmas condi¢des experimentas usadas para
identificac¢do dos constituintes do 6leo essencial.

O indice de reten¢ao foi calculado empregando-se a equagao de Van den Dool e Kratz

(1963) (Equacao 1) em relagdo a série homologa de n-alcanos (nCg-nCjs).

100 tR(i) — tR(n)

IR = 100n +
"R+ 1D — tR(n)

ey

Em que:

tR = o tempo de retencdo do composto avaliado,

i = composto avaliado,

n = ndmero de carbonos do padrio antecessor ao composto avaliado e

n + 1 = nimero de carbonos do padrdo sucessor ao composto avaliado.

3.3 Determinagdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. carpinifolia

Os testes foram realizados no Laboratério de Micotoxina e Micologia de Alimentos
(DCA) da Universidade Federal de Lavras, sob a orientacdo do professor Luis Roberto Batista.
Os microrganismos estudados foram as bactérias Escherichia coli EPEP- 055 e

Staphylococcus aureus ATCC-13565.

3.3.1 Cepas bacterianas

As bactérias avaliadas foram cedidas pela colecdo de cultura de microrganismos do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da UFLA, as quais foram mantidas em eppendorfs
contendo meio de congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3 g),
NaCl (5 g), dgua (1000 mL), pH 7,2 £ 7,4], sob refrigeracdo a -4 °C. A pureza das cepas foi

confirmada por microscopia, pela técnica de coloracdo de Gram (Figura 15).
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Figura 15- Imagens obtidas por microscopia pela técnica de coloragdo de Gram. A-
Staphylococcus aureus; B- Escherichia coli.
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A influéncia do 6leo essencial sobre as bactérias em estudo foi avaliada sobre cepas com
concentracdo de 10 UFC mL'!. As cepas foram repicadas em 5 mL de BHI (caldo-infusio de
cérebro e coracdo) e incubadas a 37 °C por 24 horas, obtendo as “culturas-mae”. Essas foram
diluidas em TSB (caldo de soja triptica), ajustando-se sua turbidez com o auxilio de um
espectrofotometro (Shimadzu UV-160 1 PC) a 625 nm, no intervalo de 0,08 a 0,1, equivalente
a turbidez de uma solu¢@o-padrao Mc Farland de 0,5, resultado em uma solucao de 10® UFC
mL! (BRASIL, 2003).

A solugdo do inéculo obtida pela escala Mc Farland foi novamente diluida em TSB (10’
UFC mL) e, em seguida, em Caldo Mueller Hilton, resultando na concentracio de 10° UFC

mL! (Figura 16).

Figura 16 - Esquema geral de dilui¢do do in6culo.
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—» —» —»
5 mL BHI 5SmL TSB 9mL TSB 900 pL
24 hs —37°C 108 UFC mL-! 107 UFC mL-! Caldo Mueller Hinton
0.08 <Abs < 0,10 108 UFC mL!

Fonte: Do autor (2018).
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3.3.2 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima

bactericida (CMB) do 6leo essencial de C. carpinifolia sobre E. coli e S. aureus

A concentracdo minima inibitéria foi determinada pelo método de macrodiluicao
(Figura 17) (BRASIL, 2003). O ¢leo essencial foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e
incorporado em eppendorfs contendo caldo Mueller Hinton, totalizando um volume de 900 pL
de solugao, resultando nas dilui¢des de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,15, 1,56, 0,78, 0,39 ¢ 0,19 uL
mL!.

Posteriormente, adicionaram-se a essas solucdes 100 uL do inéculo (107 UFC mL') e
armazenaram-nas a 37 °C por 24 horas.

A concentragdo minima inibitéria foi definida como a menor concentracdo, que nao
apresentou, visualmente, crescimento bacteriano, observado pela ndo turvacao da solu¢do apds
esse periodo.

A fim de confirmar a inibi¢do do crescimento bacteriano, foram plaqueadas duas
concentracdes acima e abaixo da CMI.

O plaqueamento foi realizado pelo método de espalhamento em superficie, as placas
incubadas a 37 °C e avaliadas apds 24 horas. A menor concentragdo que apresentou auséncia
completa de crescimento bacteriano na superficie do dgar foi definida como concentragcdo
minima bactericida (CMB).

Como controles, foram preparadas uma solucdo contendo DMSO, Caldo Mueller

Hinton e in6culo e uma solucdo contendo apenas Caldo Mueller Hinton e in6culo.

Figura 17- Esquema geral para o teste de macrodiluicao.
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*CP= Controles positivos: 1- Caldo Mueller Hinton + in6culo; 2- DMSO + Caldo Mueller Hinton +
in6culo; CN= Controle negativo: Caldo Mueller Hinton. Fonte: Do autor (2018).
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3.3.3 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na viabilidade celular bacteriana

O efeito do 6leo essencial na viabilidade celular bacteriana foi avaliado de acordo com
a metodologia descrita por Patra; Das; Baek (2015) (Figura 18). A concentracdo de 6leo
essencial avaliada foi a concentragdo minima inibitdria.

Neste ensaio, o 6leo essencial, diluido em DMSO, foi incorporado em caldo Mueller-
Hinton, resultando no volume de 900 pL. Posteriormente, foram adicionados a essa solugdo
100 pL de suspensao bacteriana. Um controle foi preparado apenas com a cultura bacteriana.

Os tubos foram agitados vigorosamente e incubados a 37 °C por 300 minutos. As
amostras foram coletadas (100 pL) em cinco tempos, a cada = 60 minutos, diluidas em 4gua
peptonada, plaqueadas em meio 4gar Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C.

Ap6s 24 horas, foi determinado o nimero de unidades formadores de colOnias, expressas
em termos do logio (UFC mL!).

O experimento foi realizado em triplicata.

Figura 18- Esquema geral para o teste de viabilidade celular.

/\ 1:10 1:100 1:1000 1:10000

. . o - R _ G B
1. 900 pL Caldo || 100pL [ 100 1L 100 uL 100 L | .
Mueller Hinton \/ - IUI - l".u.f - \/ - V]
2. 10(1 uL Inéeulo 000 uL Agua 900 puL Agua 900 puL Agua 900 pL Agua
(10" UFC mL-) Peptonada Peptonada Peptonada Peptonada

24 hs/ 37 °C

/100 pL 100 1L ™ 100 pL

INCUBACAO | INCUBACAO

® ® ®

*Esquema mostrado para o controle contendo apenas a cultura bacteriana. Fonte: Do autor (2018).

3.3.4 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na liberagao de ions potdssio

3.3.4.1 Kit Caélcio/Potassio (Quantofix, Macherey-Nagel GmbH & Co., Germany)
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A concentragdo de ions potdssio na suspensdo bacteriana foi inicialmente determinada
utilizando um kit semiquantitativo Célcio/Potassio (Quantofix, Macherey-Nagel GmbH & Co.,
Germany), de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante.

Adicionaram-se cerca de 900 pL de Caldo Mueller-Hinton, a solu¢do de 6leo essencial
em DMSO e 100 pL de suspensdo bacteriana, resultando nas CMI obtidas para cada bactéria
avaliada. Posteriormente, foram realizadas medi¢des a cada + 60 minutos de incubagdo do 6leo
essencial com a suspensdao bacteriana (100 pL). Os resultados foram expressos, como a
quantidade de fons K* em mg mL™!, a cada intervalo de tempo. Um controle foi avaliado apenas

com a suspensdo bacteriana e o experimento foi realizado em triplicata (Figura 19).

Figura 19 - Esquema geral para o teste de viabilidade celular.

1. =900 pL Caldo

Mueller-Hinton X Quaniofix
37 OC N —— L3
— Kalium/Potassium
2.Solugio OE+DMSO W 4 <0 135 e
- - ] .w it e TR RE 1]
(CMI) 197 ¢ 267 min e —

3. 100 pL Inoculo
(107 UFC mL1)

Fonte: Do autor (2018).

3.3.4.2 Quantificacdo de ions K* por Fotometria de chama

De forma quantitativa, a concentracdo de ions potdssio na suspensdo bacteriana foi
determinada pelo método de fotometria de chama (Malavolta, 1997) (Figura 20). O experimento
foi realizado no Laboratério de Andlise Foliar da Universidade Federal de Lavras.

A solucdo de 6leo essencial em DMSO foi adicionada a £9,0 mL de Caldo Mueller-
Hinton, juntamente com 1,0 mL de suspensao bacteriana, resultando nas CMIs obtidas para E.
colie S. aureus.

Apo6s 0, 60, 135, 197 e 267 minutos, 0,5 mL de suspensdo foi diluida em 2,5 mL de dgua
destilada e 10,0 mL de trabalho de litio, realizando-se as medi¢des em um fotometro de chama
B 262.

Foi realizada uma suspensao controle, contendo apenas as bactérias em estudo e o meio
de cultura. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg Kg'!' de

K* a cada intervalo de tempo.
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Figura 20- Esquema geral para o teste de liberagdo de fons potéssio, utilizando o método de
fotometria de chama.

1.=9mL Caldo
Mueller-Hinton
37°C
2. Solugdo OE + DMSO 0. 60. 135
(CMI) 197 ¢ 267 min
3. 1 mL Inéculo
(107 UFC mL-Y)

Fonte: Do autor (2018).

3.3.5 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na liberacdo de constituintes celulares

absorventes a 260 nm

A liberagdo de constituintes celulares que absorvem a 260 nm foi determinada por meio
de leituras de absorbancia (YANG; KHAN; KANG, 2015) (Figura 21).

Inicialmente, adicionaram-se cerca de 9,0 mL de Caldo Mueller-Hinton em tubos de
ensaio, juntamente com 1,0 mL de suspensdo bacteriana e a solucdo de 6leo essencial em
DMSO, resultando nas respectivas CMIs determinadas para E. coli e S. aureus.

Os tubos foram incubados a 37 °C, e a cada £60 minutos, foram coletas aliquotas de 2,0
mL, determinando-se a absorbancia do sobrenadante por meio de um espectrofotometro
(Shimadzu UV-160-1PC) a 260 nm.

O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em termos de
valores de absorbancia em relacdo ao tempo, comparando-os com um controle negativo

contendo apenas a suspensao bacteriana.
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Figura 21 - Esquema geral para o teste de liberacao de dcidos nucleicos.

1. =9 ml Caldo
Mueller-Hinton
37°C
2. Solugdo OFE + DMSO 0. 60. 135 B 263'11131
(CMI) 197 e 267 min
3. 1 mL Ino6culo
(107 UFC mL-Y)

Fonte: Do autor (2018).

3.3.6 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na capacidade de tolerancia a sal

O efeito do 6leo essencial na capacidade de tolerancia das bactérias na presenca de sal
foi avaliado de acordo com Patra; Das; Baek (2015) (Figura 22).

A solucdo de 6leo essencial em DMSO foi incorporada em aproximadamente 900 pL
de caldo Mueller-Hinton e 100 uL das culturas bacterianas, avaliando-se a CMI determinada
para cada cepa em estudo.

As solugdes obtidas foram diluidas em dgua peptonada e, posteriormente, plaqueadas
em Agar Mueller-Hinton (NA), suplementado com NaCl nas concentracdes de 0, 2,5 e 5,0 %.
Culturas bacterianas puras foram utilizadas como controle. As placas foram incubadas a 37 °C

por 24 horas. Apds esse periodo, foi determinado o nimero de unidades formadores de colonias.
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Figura 22- Esquema geral para o teste de capacidade de tolerancia a sal.

/\ 1:10 1:100 1:1000 1:10000

N S . N .
1.~900 uL Caldo | | 100 pL L 100 | 100pL 100pL ||
Mueller Hinton \/ - ‘\.U!' - - ".\ / - U}
2. Solugdo de 900 L Agua  900pL Agua 900 puL Agua 900 uL Agua
OE em DMSO (CMI) Peptonada Peptonada Peptonada Peptonada

3. 100 uL Inéculo
(107 UFC mL1) -~ 100 L 100 pL ~ 100 uL

| INCUBACAO | INCUBACAO
| .

® © ©

*Esquema mostrado para o controle contendo apenas a cultura bacteriana plaqueada em Agar Mueller-
Hinton sem suplementagdo de NaCl. Fonte: Do autor (2018).

3.3.7 Efeitos morfologicos provocados pelo 6leo essencial de C. carpinifolia nas bactérias E.

coli e S. aureus

O efeito do 6leo essencial na morfologia das bactérias foi avaliado por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Andlise Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia da UFLA, sob a orientagdo do
Professor Eduardo Alves.

As amostras foram preparadas pela incubacao da solu¢do de 6leo essencial em DMSO
com a suspensdo bacteriana (10’ UFC mL™!) em cerca de 900 pL de Caldo Mueller-Hinton, a
37 °C, por 24 horas. Foram preparados tubos controles sem a adi¢ao de dleo essencial.

Apés a incubagdo, as amostras foram fixadas em solucdo fixadora Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2%, tampao cacodilato 0,05 M, pH 7,2 e CaCl»
0,001 M), por um periodo minimo de 24 horas. Posteriormente, foram lavadas com tampao
cocodilato pH 7,2, por 2 vezes, 10 minutos, desidratadas pela exposi¢cao sequencial a 25, 50, 75
e 90% de acetona, secas em aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030) e pulverizadas com
ouro (DE OLIVEIRA et al., 2017).

As eletromicrografias foram obtidas apds esse processo, pelo exame das amostras em

um microscépio eletronico de varredura (EVO 040 Leo).
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3.4 Anaélise estatistica

Para comparar os tempos em relag@o as varidveis de interesse, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, ao passo que, nas comparacdes multiplas, foi utilizado o teste de Nemenyi. Ja
para a andlise entre os grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (HOLLANDER; WOLFE,
1999).

O software estatistico utilizado nas analises foi o R (versao 3.4.0).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdao quimica do 6leo essencial de C. carpinifolia

Os compostos identificados no 6leo essencial de C. carpinifolia estdo descritos na
Tabela 1. Foram caracterizados 15 constituintes quimicos (Figura 23), sendo os majoritarios os
monoterpenos o- tujona (38,14%), S- tujona (22,43%), sabineno (5,00%) e cis- pinocanfeno

(5,55%), e o sesquiterpeno f- cariofileno (7,28%).
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Tabela 1- Constitui¢do quimica do 6leo essencial extraido das folhas de C. carpinifolia

Composto TR IR calc. %0
1 Sabineno 8,18 921 5,00
2 [- Pineno 8,89 923 0,19
3 Eucaliptol 10,26 1003 2,08
4 a- Tujona 13,45 1091 38,14
5 f- Tujona 13,89 1094 22,43
6 Dihidrocarveol 14,55 1099 0,44
7 Verbenol 15,04 1101 0,48
8 cis- Pinocanfona 16,39 1109 5,55
9 Terpinen-4-ol 17,07 1110 0,64
10 a- Terpineol 17,74 1114 0,30
11 o- Copaeno 25,41 1293 3,29
12 p- Cariofileno 27,39 1379 7,28
13 o- Humuleno 28,82 1383 0,64
14 Germacreno-D 30,01 1387 4,35
15 Oxido de cariofileno 34,30 1481 2,65

TOTAL 93,60

Componentes agrupados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 5,19
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 15,56
Monoterpenos oxigenados 70,06
Sesquiterpenos oxigenados 2,65

*TR= tempo de reten¢do (minutos); IR calc.= indice de reten¢do calculado; %= porcentagem do
composto; Valores de porcentagem menores que 0,05% representam compostos trago.
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Figura 23- Estrutura quimica dos compostos presentes no 6leo essencial.

(1) (2) (3) (4)
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*1= Sabineno; 2= f- Pineno; 3= Eucaliptol; 4= a- Tujona; 5= - Tujona; 6= Dihidrocarveol;7=
Verbenol; 8= cis-Pinocanfona; 9= Terpinen—4jol; 10= a- Terpineol; 11= a- Copaeno; 12= - Cariofileno;
13= a- Humuleno; 14= Germacreno-D; 15= Oxido de cariofileno. Fonte: Do autor (2018).

A mistura dos isdbmeros a e - tujona corresponde a 60,57% da composi¢ao quimica do
6leo essencial em estudo. A tujona € uma cetona monoterpénica, encontrada principalmente em
espécies do género Salvia (familia Lamiaceae). Dentre suas atividades farmacoldgicas, estudos
citam suas propriedades analgésicas, anti-helminticas, inseticidas e antitumorais (ZHOU et al.,
2016).

Sé et al. (2016) avaliaram a influéncia da sazonalidade na composicao quimica do 6leo
essencial de C. carpinifolia. Os autores identificaram hidrocarbonetos monoterpénicos (4,7-
9,4%), sesquiterpenos oxigenados (11,2-17,1%), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (13,6-
37,3%) e monoterpenos oxigenados (40,4-62,6%), apresentando-se esses tltimos, assim como
no presente trabalho, em maiores concentragdes. Os constituintes majoritarios foram /- pineno
(2,9-5,3%), prenopsan-8-ol (4,2-9,6%), p- cariofileno (4,4-10,0%), trans-1-cadina-(6),4-dieno
(2,8-17,5%), e 1,8- cineol (39,6 - 61,8%).
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Os resultados divergentes dos obtidos no trabalho de S4 et al. (2016) remetem a
influéncia dos fatores edafocliméticos na sintese de metabdlitos secunddrios descritos por
Gobbo-Neto e Lopes (2007), como o clima, composic¢ao do solo, disponibilidade hidrica, ataque
de patégenos, bem como aos diferentes quimiotipos da espécie (Figura 1).

Dados sobre a composicao quimica do 6leo essencial de C. carpinifolia ainda sio
escassos na literatura. No entanto, a tujona € descrita como constituinte majoritdrio de espécies
pertencentes a familia Lamiaceae e também ao género Cantinoa.

Botrel et al. (2010), avaliando a influéncia da sazonalidade na composi¢ao quimica do
6leo essencial de Hyptis marrobioides (=Cantinoa marrobioides), identificaram como
compostos majoritdrios os monoterpenos a- tujona (11,1-26,7 %) e f- tujona (23,1-24,4 %),
nao havendo diferencga qualitativa ao longo das quatro estacdes. Em menores proporcoes, o o -
tujona foi identificado no 6leo essencial de Hyptis suaveolens (=Cantinoa suaveolens),
representando 1,1% da composi¢do quimica total (CONTI et al., 2012). Silva et al. (2013)
identificaram como constituintes majoritdrios do Oleo essencial de Hyptis mutabilios
(=Cantinoa mutabilis) os compostos (-)- globulol (24,23%), E- cariofileno (13,95%),
biciclogermacreno (9.05%), germacreno-D (8,69%), e a- tujona (6,00%). Esses resultados

corroboram com os obtidos no presente trabalho.

4.2 Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB) do 6leo

essencial de C. carpinifolia sobre E. coli e S. aureus

Os valores de CMI observados revelam o potencial bacteriostatico do 6leo essencial de
C. carpinifolia, ou seja, a sua capacidade em inibir a multiplicagdo de ambas as bactérias no
meio (Figura 24). J4 o potencial bactericida foi verificado pela determinacio da CMB,
concentracdo responsavel pela eliminacdo das cepas bacterianas, revelada pela auséncia de
crescimento na superficie do dgar.

Esses valores (CMI e CMB) coincidiram para ambas as bactérias, sendo que a cepa de
E. coli mostrou-se sensivel na concentra¢do de 6,25 pL. mL!, e a de S. aureus na concentra¢do
de 0,39 pL mL1.

De acordo com a Figura 24, pode-se perceber que nenhum dos controles positivos
apresentaram auséncia de turvacdo, indicando que o solvente DMSO nao influenciou na

inibicao dos microrganismos.
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Figura 24- Ensaio de determinacdo da CIM do 6leo essencial C. carpinifolia sobre as bactérias
E. coli (A) e S. aureus (B).
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*C1=DMSO + Caldo Mueller Hinton + in6culo; C2= Caldo Mueller Hinton + in6culo; Fonte: Do autor
(2018).

Dentre as duas cepas avaliadas, E. coli mostrou-se mais resisténcia que S. aureus, fato
que pode ser justificado por essa ser uma bactéria Gram-negativa, apresentando em sua
estrutura uma membrana externa, que pode dificultar a penetracdo e a¢do dos constituintes do
Oleo essencial (VALERIANO et al., 2012).

Camargo et al. (2017) verificaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial de H.
carpinifolia (=C. carpinifolia) sobre cepas Gram-negativas e Gram-positivas. Pelo método de
Difusdo em Cavidade Agar, as CMIs observadas para as bactérias Gram-negativas foram de
62,5 ug mL! para E. coli e 500 ug mL™"' para Salmonela Choleraesuis e P. aeruginosa. Ja as
bactérias Gram-positivas, S. aureus e Listeria monocytogenes, apresentaram valores de 15,62 e
31,25 pg mL!, respectivamente.

Corroborando com o presente trabalho, observa-se que as bactérias Gram-negativas
também mostraram-se mais resistentes ao 6leo essencial de C. carpinifolia; no entanto, os
valores de CMIs foram superiores. Essa discordancia pode ser justificada pelos diferentes
métodos de avaliacdo da sensibilidade antibacteriana, sendo que no teste de Difusdo em
Cavidade Agar, os constituintes do 6leo essencial provavelmente nio se difundiram

adequadamente e, com isso, apresentaram maiores CMIs (FALEIRO, 2011).
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O potencial de inibicdo bacteriana pode estar associado aos compostos majoritarios
presentes nos 6leos essenciais, ou mesmo ao sinergismo existe entre esses.

De acordo com Hyldgaard; Mygind e Meyer (2012), os hidrocarbonetos terpénicos,
representando 20,75% da composi¢cao quimica de C. carpinifolia, geralmente apresentam baixa
atividade antibacteriana; no entanto, possuem efeito sinérgico na presenca de outros
constituintes com elevado potencial. Quando esses, por acdo enzimadtica, sdo oxigenados,
formam-se os terpenoides (72,71% do 6leo essencial de C. carpinifolia), que, por sua vez, sao
considerados potentes antimicrobianos.

O aumento da acao antibacteriana dos compostos terpenoides pode ser relacionada aos
seus grupos funcionais. Compostos fendlicos sdo altamente ativos, sendo revelada a importante
acidez do hidrogénio da hidroxila em decorréncia da deslocalizacdo eletronica no ciclo. Alcoois
terpénicos mostram-se potentes bactericidas, assim como grupos carbonila geralmente
promovem um aumento nas propriedades antibacterianas dos terpenoides. Compostos
insaturados demonstram apresentar maior atividade que seus andlogos saturados, assim como
a estereoquimica do composto também apresenta influéncia, sendo que, na maioria dos
compostos, as geometrias S e trans apresentam maior atividade que as geometrias a e cis,
respectivamente (Saad et al., 2013).

Gupta et al. (2017) correlacionaram a atividade antibacteriana de 6leos essenciais
comerciais e extraidos de amostras vegetais e selvagens de Boswellia serrata Roxb. com seus
principais constituintes quimicos. Todas as amostras, assim como o 6leo essencial em estudo,
apresentaram como composto majoritdrio a a- tujona, variando entre as proporcoes de 22,5 e
69,8%. No entanto, de acordo com a correlacao de Pearson, esse ndo foi o principal composto
responsavel pela atividade antibacteriana, apresentando uma correlacao negativa (-0,259) para
S. aureus e uma pequena correlacdo positiva para E. coli (0,144). Os constituintes que
apresentaram correlagio positiva maxima foram J-3-carene (0,494) para S. aureus, € p-menta-
1,5-dieno-8-0l (0,599) e a- pineno (0,562) para E. coli.

Os resultados de Gupta et al. (2017), relacionados com os obtidos no presente trabalho,
indicam a importancia do sinergismo existente entre os constituintes quimicos do 6leo essencial

de C. carpinifolia e sua atividade antibacteriana.



52

4.3 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia sobre a viabilidade celular de E. coli e S. aureus

em relagdo ao tempo

Com base no teste para determinacdo da CMI e CMB, a CMI (=CMB) foi escolhida
como concentracdo modelo para avaliar o mecanismo de acdo antibacteriana do 6leo essencial
de C. carpinifolia sobre 0s microrganismos em estudo.

O potencial bactericida do 6leo essencial foi confirmado pelo teste de viabilidade
celular, no qual foi observada uma reducgao de células bacterianas vidveis proporcional ao tempo
de exposi¢do ao Oleo essencial.

De acordo com a Figura 25, pode-se observar que o 6leo essencial mostrou-se como um
forte e rapido agente bactericida, inativando completamente as cepas bacterianas nos tempos
de 135 min (E. coli) e 197 min (S. aureus), mantendo-as inativas nos demais tempos de

avaliacdo.

Figura 25 - Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia sobre a viabilidade celular bacteriana de
E. coli e S. aureus em relacdo ao tempo.
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*Controle= Inéculo (10° UFC mL™); Os valores foram expressos em termos das Médias + Desvio
Padrdo. Fonte: Do autor (2018).

Além disso, pode-se perceber que o tempo de morte bacteriana pelo 6leo essencial em
estudo varia em fun¢do dos microrganismos, embora a E. coli (135 min) tenha apresentado um
tempo de morte menor que o de S. aureus (197 min), o qual foi mensurado em uma concentracdo

maior (E. coli- 6,25 uL. mL''; S. aureus- 0,39 uL mL™).
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4.4 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na permeabilidade e integridade da membrana
celular bacteriana de E. coli e S. aureus

O efluxo de ions K* e a liberacdo de materiais celulares absorventes a 260 nm para o
exterior da célula s@o indicativos sensiveis do comprometimento da permeabilidade e
integridade da membrana celular bacteriana.

A membrana celular é responsavel por promover uma barreira entre 0 meio externo e
interno da célula, sendo permedvel a passagem de eletrélitos importantes para as diversas
funcgdes celulares, tais como os fons K*. O vazamento desses fons indica um aumento da
permeabilidade ou ruptura da membrana celular, afetando o funcionamento do metabolismo da
célula bacteriana e provocando a lise.

Além do efluxo de fons potdssio, um comprometimento na integridade da membrana
celular bacteriana pode provocar a liberagao de moléculas maiores, tais como 4cidos nucleicos
(DNA e RNA). Essas moléculas absorvem no comprimento de onda maximo de 260 nm, sendo,
dessa forma, também chamadas de “materiais celulares absorventes a 260 nm” (SHUKLA et
al., 2017).

Os resultados obtidos na avaliacdo da liberacdo de fons potdssio utilizando o Kit
Cdlcio/Potassio e pelo método de Fotometria de chama estdo descritos nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Essas mostram as médias das concentracdes de fons potdssio, sendo que, na
tabela 3, verifica-se também a comparagdo entre as médias obtidas para cada intervalo de tempo

e entre os tratamentos CMI e Controle no mesmo intervalo de tempo.

Tabela 2- Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia no efluxo de ions potéssio de E. coli e S.
aureus, avaliado utilizando-se o Kit Calcio/Potassio.

Concentracio de ions potassio (mg L)

Tempo (min) E. coli S. aureus
CMI Controle CMI Controle
0 200,0 200,0 200,0 200,0
60 200,0 200,0 200,0 200,0
135 200,0 200,0 200,0 200,0
197 200,0 200,0 200,0 200,0
267 200,0 200,0 200,0 200,0

*CMI: Inéculo bacteriano tratado com o 6leo essencial de C. carpinifolia na CMI; Controle: In6culo
bacteriano sem tratamento. Fonte: Do autor (2018).
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Tabela 3- Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia no efluxo de fons potéssio de E. coli e S.
aureus pelo método de Fotometria de chama.

Tempo E. coli S. aureus
(min) CMI Controle CMI Controle
0 155,81 aA 161,04 aA 177,82 aA 174,35 aA
60 158,05 aA 161,54 aA 176,09 aA 169,15 aA
135 159,28 aA 164,55 aA 177,05 aA 173,55 aA
197 155,81 aA 161,03 aA 178,62 aA 173,35 aA
267 162,28 aA 162,28 aA 177,28 aA 166,79 aA

*Qs valores de concentragdo de fons K* foram expressos em mg Kg'; CMI: Inéculo bacteriano tratado
com o 6leo essencial de C. carpinifolia na CMI; Controle: In6culo bacteriano sem tratamento; Letras
mindsculas iguais entre linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis; Letras
maidsculas iguais entre colunas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney. Fonte: Do
autor (2018).

Observa-se que a concentracio de fons potdssio indicada pelo teste utilizando-se o Kit
Cilcio/Potassio foi de 200,0 mg L', permanecendo constante ao longo de todo o experimento.

Pelo método de Fotometria de chama, pode-se observar que para ambas as bactérias e
ambos os tratamentos (CMI e Controle) ndo houve variagdo significativas entre os cinco tempos
avaliados, assim como a concentracdo de fons potdssio nao diferiu estatisticamente quando
comparado os tratamentos CMI e Controle.

Esses resultados sugerem que o 6leo essencial de C. carpinifolia ndo influenciou na
permeabilidade da membrana celular, de E. coli e S. aureus, aos fons K*, uma vez que nao
houve aumento na concentra¢do desses fons, desde o tempo inicial de contato 6leo essencial
com o indculo bacteriano (t = 0 min) até o tempo de morte bacteriana (E. coli: t = 135 min; S.
aureus: t = 197 min).

O aumento da permeabilidade celular bacteriana pode ser relacionado a 6leos essenciais
constituidos por compostos fendlicos, como carvacrol e timol. Esses compostos possuem como
caracteristica basica a acidez do hidrogénio da hidroxila, e, devido a ela, podem atuar como
transportadores de membrana, promovendo um efluxo de K* e um influxo de H*. Os compostos
fenodlicos na forma associada podem se difundir através da membrana para o citoplasma, onde
se dissociam liberando H*. Por sua vez, na forma dissociada podem se ligar a um ifon K* e,
novamente, se difundir pela membrana citoplasmatica, do citoplasma para o ambiente externo,
promovendo, assim, um desequilibrio no gradiente de pH da célula (SAAD; MULLER;
LOBSTEIN, 2013). Dessa forma, a auséncia de compostos fendlicos na composi¢do quimica
do dleo essencial de C. carpinifolia (Figura 23) pode justificar a sua ndo influéncia na

permeabilidade celular das bactérias estudadas aos fons K*.
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De acordo com os dados descritos na Tabela 4, pode-se observar que o 6leo essencial
de C. carpinifolia ndo provocou extravasamento de materiais celulares absorventes a 260 nm
em nenhuma das bactérias, uma vez que nao houve variacdo significativa nos valores de
absorbancia, nem em relacdo ao tempo e nem quando comparado os tratamentos CMI e
Controle. Dessa forma, possivelmente, o 6leo essencial de C. carpinifolia ndo influenciou na

integridade das membranas celulares de E. coli e S. aureus.

Tabela 4- Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na liberacao de dcidos nucleicos de E. coli

e S. aureus.
Tempo E. coli S. aureus

CMI Controle CMI Controle

0 0,001 aA 0,000 aA 0,002 aA 0,002 aA
60 0,000 aA 0,000 aA 0,001 aA 0,001 aA
135 0,001 aA 0,001 aA 0,001 aA 0,002 aA
197 0,003 aA 0,002 aA 0,002 aA 0,001 aA
267 0,001 aA 0,001 aA 0,001 aA 0,003 aA

*Abs: Absorbancia; CMI: Inéculo bacteriano tratado com o 6leo essencial de C. carpinifolia na CMI,
Controle: Inéculo bacteriano sem tratamento; Letras mintsculas iguais entre linhas ndo diferem
estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis; Letras maidsculas iguais entre colunas nio diferem
estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney. Fonte: Do autor (2018).

Pellegrini et al. (2017) correlacionaram os efeitos sobre a ruptura de membrana
citoplasmatica de 6leos essenciais extraidos de oito plantas nativas da Argentina com seus
constituintes quimicos. Corroborando com o presente trabalho, os compostos a- tujona e
verbenol, presentes na constituicdo quimica de C. carpinifolia, apresentaram correlacdo
negativa com a ruptura da membrana celular de Paenibacillus larvae, ou seja, quanto maior a
concentracdo desses compostos, menor foi o poder de ruptura de membrana dos dleos
essenciais. Os constituintes biciclogermacreno, J- 2- carene e a- pineno (Figura 26), cujas
estruturas sdo semelhantes as dos constituintes presentes no 6leo essencial de C. carpinifolia,

também apresentaram uma correlagdo negativa.

Figura 26- Estrutura quimica dos compostos constituintes biciclogermacreno (1), J- 2- carene
(2) e a- pineno (3).
(1) (2) (3)
i m
N\

Fonte: Do autor (2018).
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4.5 Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na capacidade de tolerancia a sal de E. coli e S.
aureus

Danos na membrana celular bacteriana também podem ser mensurados, de forma
indireta, pela perda de tolerincia a sal ou pela redu¢do na capacidade de formacdo de colOnias
em meio de cultura sélido suplementado com NaCl.

Dessa forma, o teste de tolerancia a sal € um indicativo de danos na membrana celular,
acarretando alteracOes na permeabilidade celular bacteriana, evidenciadas por alteragdes na
capacidade osmorreguladora da membrana celular, ou seja, a sua capacidade em controlar as
concentracdes salinas na célula que sejam adequadas para sua atividade metabdlica.

Nas Figuras 27 e 28, estdo descritos os resultados obtidos na capacidade de formacdo
de colénias de E. coli e S. aureus em Agar Mueller-Hinton, suplementando com 0, 2,5 ¢ 5% de

NaCl, respectivamente.

Figura 27- Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na capacidade de tolerincia a sal de E.

coli.
a A a A
b B
uCMI
I u Controle
0 2,5 5

% NaCl

Contagem de células (UFC mL)
—_ [\ W SN W (@) ~

=)

*CMI: Indculo bacteriano tratado com o 6leo essencial de C. carpinifolia na CMI; Controle: Inéculo
bacteriano sem tratamento; Letras mintsculas iguais entre os tratamentos CMI plaqueados em meio de
cultura suplementado com diferentes concentracdes de NaCl ndo diferem estatisticamente pelo Teste de
Kruskal-Wallis; Letras maitisculas iguais entre os tratamentos Controles plaqueados em meio de cultura
suplementado com diferentes concentracdes de NaCl ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-
Whitney. Fonte: Do autor (2018).
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Figura 28- Efeito do 6leo essencial de C. carpinifolia na capacidade de tolerancia a sal de S.

aureus.
A A
a
a A
a
uCMI
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0 2,5 5
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*CMI: Indculo bacteriano tratado com o 6leo essencial de C. carpinifolia na CMI; Controle: Inéculo
bacteriano sem tratamento; Letras mintsculas iguais entre os tratamentos CMI plaqueados em meio de
cultura suplementado com diferentes concentracdes de NaCl ndo diferem estatisticamente pelo Teste de
Kruskal-Wallis; Letras maitisculas iguais entre os tratamentos Controles plaqueados em meio de cultura
suplementado com diferentes concentracdes de NaCl nao diferem estatisticamente pelo Teste de
Kruskal-Wallis. Fonte: Do autor (2018).

Pode-se observar que a adi¢do de 2,5% de NaCl ao Agar Mueller-Hinton néo reduziu a
capacidade de formacdo de coldnia de células de E. coli, com e sem tratamento de 6leo essencial
(CMI e controle), quando comparados aos tratamentos plaqueados em meio de cultura sem
suplementacio salina. No entanto, nos tratamentos plaqueados em Agar Mueller-Hinton
contendo 5% de NaCl, houve uma reducgdo significativa no nimero de colonias em ambos os
tratamentos. Nessa concentragcdo, houve a selecdo de cepas tolerantes e eliminagcdo das cepas
sensiveis; no entanto, essa sele¢cdo nao foi decorrente da presenca do 6leo essencial de C.
carpinifolia, uma vez que também foi observada no tratamento controle.

As cepas de S. aureus ndo apresentaram intolerancia a nenhum dos tratamentos
suplementados com NaCl (2,5 e 5%). Esses resultados foram observados pela comparacao entre
os tratamentos (CMI e controle) plaqueados em Agar Mueller-Hinton suplementados com
aqueles inoculados em meio de cultura puro, ndo havendo diferenca significativa no nimero de
unidades formadoras de colonia entre eles.

Esses resultados corroboram com os obtidos nos testes de liberacdo de ions potassio e
integridade de membrana celular, enfatizando a hipdtese de que o mecanismo de agdo principal
do d6leo essencial de C. carpinifolia sobre os microrganismos em estudo nao foi por interagdao

com a membrana celular bacteriana, sugerindo que seu alvo celular foi ao nivel do citosol.
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4.6 Efeitos morfoldgicos provocados pelo 6leo essencial de C. carpinifolia nas bactérias E. coli
e S. aureus

Os efeitos morfolégicos provocados pelo 6leo essencial de C. carpinifolia sobre a
superficie das células de E. coli e S. aureus foram avaliados por andlise de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

As eletromicrografias de ambos os tratamentos (CMI e Controle) estdo mostradas na
Figura 29 (E. coli) e 30 (S. aureus). Pode-se observar uma estrutura tipica nas células de E. coli
e de S. aureus nos grupos controle (Figura 29A e 30A), ao passo que nas células tratadas com
o0 Gleo essencial, percebe-se os efeitos nocivos sobre a morfologia de ambas, embora nio tenha

ocorrido o rompimento da membrana celular (Figura 29B e 30B).

Figura 29- Eletromicrografias de células de E. coli sem (A) e com (B) tratamento do 6leo
essencial de C. carpinifolia na CMI.

2 um Tum

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 30- Eletromicrografias de células de S. aureus sem (A) e com (B) tratamento do 6leo
essencial de C. carpinifolia na CMI.

Fonte: Do autor (2018).

Com a andlise de MEV, confirma-se a hip6tese de que o 6leo essencial de C. carpinifolia
ndo apresentou como sitio de acdo antibacteriana a membrana citoplasmadtica de E. coli e S.
aureus, assumindo-se o pressuposto de que o alvo de agdo foi intracelular.

Alteragdes intracitoplasmadticas bacterianas por acdo de dleos essenciais também sdo
relatadas na literatura. Szabd et al. (2010) averiguaram a inibicdo de moléculas auto-
indicadoras de sensor quérum (QS) pelos dleos essenciais extraidos de rosas, geranio, lavanda
e alecrim. O QS € um processo de comunicagdo intra e intercelular dependente da densidade
populacional, sendo responsavel pela regulacdo da expressdao génica, controlando processos
celulares, como a esporulacdo, formagdo de biofilmes, expressdao de fatores de viruléncia e
producdo de bacteriocinas. Dessa forma, a inibicdo do QS por esses Oleos essenciais
desempenha um papel preponderante na reducido do problema de resisténcia a antibidticos e
viruléncia bacteriana.

Posteriormente, Saad; Muller e Lobstein, 2013 descreveram que &dlcoois terpénicos,
como os compostos identificados no 6leo essencial de C. carpinifolia dihidrocarveol, verbenol,
terpinen-4-ol e a-terpineol, provocaram a inibi¢do de microrganismos, provavelmente por
desnaturagdo de proteinas.

Segundo Xu et al. (2016), os compostos eugenol, S- cariofileno, 6xido de cariofileno e
acetato de eugenila, presentes no 6leo essencial de cravo-da-india, provavelmente atuaram na
inibi¢do da sintese de DNA de S. aureus e apresentaram efeito sobre as proteinas, promovendo

desnaturagdo, inibi¢do e agregacao.
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5 Conclusodes

Os constituintes quimicos majoritdrios caracterizados no O6leo essencial de C.
carpinifolia foram os monoterpenos a- tujona, - tujona, sabineno e cis- pinocanfeno, e o
sesquiterpeno S- cariofileno.

O d6leo essencial de C. carpinifolia apresentou potencial bacteriostatico e bactericida
sobre as cepas de E. coli e S. aureus; no entanto, ndo provocando danos na integridade da
membrana celular por nenhum dos testes realizados, sugerindo que o possivel alvo de acdo
celular foi intracitoplasmatico.

Dessa forma, sdao necessdrios trabalhos adicionais para explorar o modo de agdo da

atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. carpinifolia.
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APENDICE

APENDICE A- Cromatograma do éleo essencial de C. carpinifolia

Figura 1A- Cromatograma do 6leo essencial de C. carpinifolia.
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APENDICE B- Curva de crescimento de cepas e E. coli e S. aureus com e sem tratamento
com a CMI do dleo essencial de C. carpinifolia

Tabela 1B- Curva de crescimento de cepas de E. coli e S. aureus com e sem tratamento com a
CMI do 6leo essencial de C. carpinifolia.

Numero de coldonias bacterianas (UFC mL-)

Ten.lpo E. coli S. aureus
(min)
CMI Controle CMI Controle

0 6,155 £ 0,009 6,155 + 0,002 5,842 + 0,256 6,254 + 0,031
60 5,752 £ 0,045 7,354 + 3,287 3,860 + 0,004 6,718 +£2,002
135 - 7,892 + 0,035 1,204 £ 0,450 7,623 £ 1,236
197 - 8,695 + 0,107 - 8,022 + 0,007
267 - 9,362 + 0,076 - 9,172 £ 1,350
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APENDICE C - Descricdes dos testes de liberacio de jons K* e dcidos nucleicos

Tabela 1C- Descri¢ao entre os tempos para a concentracao de ions potdssio de E. coli e pelo

método de Fotometria de chama.

Tempo CMI
(min) N  Média E.P. 1°Q. 2° Q. 3°Q. Valor-p
0 3 155,81 3,02 153,20 155,81 158,43
60 3 158,05 1,75 156,30 156,30 158,92
135 3 159,28 1,76 157,52 157,52 160,16 0,05
197 3 155,81 0,00 155,81 155,81 155,81
267 3 162,28 0,00 162,28 162,28 162,28
Tempo Controle
(min) N  Média E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 161,04 3,02 158,43 161,04 163,65
60 3 161,54 0,00 161,54 161,54 161,54
135 3 164,55 1,76 162,79 162,79 165,43 0,05
197 3 161,03 0,00 161,03 161,03 161,03
267 3 162,28 0,00 162,28 162,28 162,28

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2C- Descricao entre os grupos (CMI e Controle) para a concentracao de fons potédssio

de E. coli pelo método de Fotometria de chama.

Tempo

(min) Grupo N  Média E.P 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p

0 CMI 3 155,81 3,02 153,20 155,81 158,43 0.37
Controle 3 161,04 3,02 158,43 161,04 163,65 ’

60 CMI 3 158,05 1,75 156,30 156,30 158,92 0.19
Controle 3 161,54 0,00 161,54 161,54 161,54 ’

135 CMI 3 159,28 1,76 157,52 157,52 160,16 0.16
Controle 3 164,55 1,76 162,79 162,79 165,43 ’

197 CMI 3 155,81 0,00 155,81 155,81 155,81 0.05
Controle 3 161,03 0,00 161,03 161,03 161,03 ’

67 CMI 3 162,28 0,00 162,28 162,28 162,28 1.00
Controle 3 162,28 0,00 162,28 162,28 162,28 ’

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 3C- Descri¢a@o entre os tempos para a concentragao de fons potassio de S. aureus pelo
método de Fotometria de chama.

Tempo (min) ~ el
N Meédia E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 177,82 6,26 171,75 174,35 182,16
60 3 176,09 4,59 171,75 174,35 179,56
135 3 177,05 4,64 172,67 175,30 180,56 0,98
197 3 178,62 5,27 173,35 173,35 181,26
267 3 177,28 5,25 172,04 172,04 179,91
Tempo (min) Controle
N Média E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 174,35 5,20 169,15 169,15 176,96
60 3 169,15 3,01 166,55 169,15 171,75
135 3 173,55 3,51 170,04 170,04 175,30 0,53
197 3 173,35 3,05 170,71 173,35 175,99
267 3 166,79 3,03 164,17 166,79 169,41

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 4C- Descri¢ao entre os grupos (CMI e Controle) para a concentragaode ions potéssio de
S. aureus e pelo método de Fotometria de chama.

rlzfnnilll:)o Grupo N Média E.P 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p

0 CMI 3 177,82 6,26 171,75 174,35 182,16 0.64
Controle 3 174,35 5,20 169,15 169,15 176,96 ’

60 CMI 3 176,09 4,59 171,75 174,35 179,56 0.37
Controle 3 169,15 3,01 166,55 169,15 171,75 ’

135 CMI 3 177,05 4,64 172,67 175,30 180,56 0.64
Controle 3 173,55 3,51 170,04 170,04 175,30 ’

197 CMI 3 178,62 5,27 173,35 173,35 181,26 0.64
Controle 3 173,35 3,05 170,71 173,35 175,99 ’

CMI 3 177,28 5,25 172,04 172,04 179,91

267 Controle 3 166,79 3,03 164,17 166,79 169,41 0.12

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney.



68

Tabela 5C- Descri¢ao entre os tempos para os valores de absorbancia de cepas de E. coli tratadas
com o 6leo essencial de C. carpinifolia.

Tempo CMI
N Média E.P. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001
60 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
135 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 0,32
197 3 0,003 0,001 0,002 0,003 0,004
267 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002
Tempo Controle
N Média E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
60 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
135 3 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,08
197 3 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002
267 3 0,001 0,001 0,000 0,001 0,002
*V

alor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 6C- Descri¢ao entre os grupos (CMI e Controle) para os valores de absorbancia de cepas
de E. coli tratadas com o 6leo essencial de C. carpinifolia.

Tempo Grupo N Média E.P 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 CMI 3 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001 0.35
Controle 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 ’
60 CMI 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.50
Controle 3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 ’
5 CMI 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002
b Controle 3 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 1,00
197 CMI 3 0,003 0,001 0,002 0,003 0,004 0.64
Controle 3 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002
267 CMI 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 0.81
Controle 3 0,001 0,001 0,000 0,001 0,002 ’

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 7C- Descri¢ao entre os tempos para os valores de absorbancia de cepas de S. aureus
tratadas com o 6leo essencial de C. carpinifolia.

Tempo CMI
N Média E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,003
60 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002
135 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001 0,22
197 3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002
267 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001
Tempo Controle
N Média E.P. 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p
0 3 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002
60 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002
135 3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0,13
197 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002
267 3 0,003 0,000 0,003 0,003 0,004

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 8C- Descri¢ao entre os grupos (CMI e Controle) para os valores de absorbancia de cepas
de S. aureus tratadas com o 6leo essencial de C. carpinifolia.

Tempo Grupo N Meédia E.P 1° Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p

0 CMI 0,002 0,001 0,002 0,002 0,003 0.64

W

Controle 3 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002
60 CMI 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 L.00
Controle 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 ’
CMI 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001
1 Controle 3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0.20
197 CMI 3 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0.48
Controle 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 ’
CMI 3 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001

267 Controle 3 0,003 0,000 0,003 0,003 0,004 006

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Mann-Whitney.




70

APENDICE D - Descriciio do teste de intolerincia a sal

Tabela 1D- Descricao entre os diferentes tratamentos (CMI e Controle) para o nimero de
coldnias bacterianas de E. coli plaqueadas em Agar Mueller-Hinton ,suplementado
com diferentes concentra¢des de NaCl.

CMI

% NaCl N  Média EP. 1°Q. 2°Q. 3°Q.  Valor-p
0,00 6 6,29 0,08 620 625 648
2,50 5 6,39 0,12 627 638 665 0,00
5,00 6 3,14 0,17 320 326 3,40

Controle

% NaCl N  Média EP. 1°Q. 2°Q. 3°Q.  Valorp
0,00 6 6,56 0,11 625 662 672
2,50 4 6,35 007 623 633 647 0,00
5,00 6 3,30 0,09 324 330 351

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2D- Descricao entre os diferentes tratamentos (CMI e Controle) para o nimero de
colonias bacterianas de E. coli plaqueadas em Agar Mueller-Hinton, suplementado
com diferentes concentra¢des de NaCl.

% NaCl
CMI Controle
% NaCl
o 0,00 2,50 0,00 2,50
Valor-p Valor-p
2,50 0,82 - 0,57 -
5,00 0,02 0,01 0,00 0,11

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de comparagao multipla.

Tabela 3D- Descri¢do entre os diferentes tratamentos (CMI e Controle) para o nimero de
colonias bacterianas de S. aureus plaqueados em Agar Mueller-Hinton
suplementado com diferentes concentragdes de NaCl.

CMI

oNall 0 Média  EP. 1°Q.  2°Q. 3°Q. Valorp
0,00 6 555 0,03 5,50 552 556

2,50 6 469 0,04 4,66 468 478 0,12
5,00 6 509 0,36 425 507 595

Controle

o NaCl O Nedia  EP. 1°Q.  2°Q. 3Q. Valor-p
0,00 6 612 0,02 6,09 612 6,15

2,50 6 609 0,02 6,04 611 612 008
5,00 6 516 0,37 443 509 6,06

*Valor-p > 0,05 ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis.



