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Resumo

Os conhecimentos acerca das plantas medicinais e da sua utilizacdo tém vindo a ser
acumuladas desde a antiguidade até aos nossos dias. Tem havido uma necessidade crescente
de encontrar novos métodos para reduzir ou eliminar patdgenos de origem alimentar. Os
oleos essenciais sdao definidos como compostos volateis, naturais e complexos caracterizados
por um odor forte, formados em plantas aromaticas como metabolitos secundarios. Podem
conter cerca de 20 a 60 componentes em concentracdes bastante diferentes e sao
caracterizados por dois ou trés componentes maioritarios em concentracdes bastante
elevadas (20-70%). Normalmente, os componentes maioritarios determinam as propriedades
biologicas dos oleos essenciais. A Schinus molle (aroeira-falsa), da familia Anacardiaceae,
nativa da América do Sul possui um oOleo essencial com actividade antibacteriana. Os
principais componentes que foram isolados da S.molle sao cetoacidos triterpenoides.
Actualmente, existem diversos métodos de screening para definir se o extracto de uma
determinada planta possui actividade antimicrobiana. Os dois métodos mais utilizados sdo os
de difusao em agar e de diluicao em caldo. Entao, o principal objectivo deste trabalho foi
determinar a actividade antibacteriana do dleo essencial Schinus molle utilizando o método
de difusdo em agar com cavidades cilindricas (pocos) para a determinacao dos halos de
inibicdo, o método de macrodiluicdo para a determinacao da concentracdo minima inibitoria
(CMI) e da concentracao minima bactericida (CMB) e o teste em placa para a determinacao do
efeito de vapor. As estirpes estudadas foram: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. De acordo com os resultados obtidos, o dleo essencial de Schinus
molle, tem efeitos antibacterianos fortes sobre bactérias Gram-positivas e mais fracos sobre
as bactérias Gram-negativas. Os componentes maioritarios tém bastante influéncia sobre
esses efeitos antibacterianos, reagindo sinergicamente entre eles e potenciando os efeitos. O
que se encontra em maior quantidade é o sabineno, no entanto a maior inibicao bacteriana
encontrada nao foi provocada apenas pelo Sabineno, mas pela interaccao entre este

composto e os Pinenos (a-pineno e o B-pineno).

Palavras-chave

Oleo essencial, Schinus molle, actividade antibacteriana, concentracdo minima inibitdria,

concentracao minima bactericida.
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Abstract

The knowledge about medicinal plants and their use have been accumulated since ancient
times to the present day. There has been a growing need to find new methods to reduce or
eliminate foodborne pathogens. Essential oils are known as volatile, natural and complex
compounds, characterized by a strong odor produced in aromatic plants as secondary
metabolites. They may contain about 20 to 60 components at concentrations quite different
and are characterized by two or three main components at high concentrations (20-70%).
Generally, the main components determine the biological properties of essential oils. Schinus
molle (false pepper), from Anacardiaceae family, native to South America has an essential oil
with antibacterial activity. Triterpenoids ketoacids were the main components isolated from
this plant. Currently, there are several screening methods to determine if a particular plant
extract has antimicrobial activity. The two methods most commonly used are agar diffusion
and broth dilution. So the main goal of this study was to determine the antibacterial activity
of Schinus molle essential oil using the agar diffusion method with cylindrical cavities (well
variant) for the determination of the inhibition haloes, the macrodilution method for
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) and the test in plate to determine the effect of the steam. The strains
used were: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. According
to the results, the essential oil of Schinus molle has strong antibacterial effects on Gram-
positive and weaker on the Gram-negative bacteria. The majority components have
considerable influence on these antibacterial effects, reacting with each other and
synergically enhancing the effects. What is found in greatest quantity is the sabinene,
however the most bacterial inhibition wasn’t caused only by sabinene, but by the interaction

between this compound and pinene (a-pinene and B-pinene).

Keywords

Essential oil, Schinus molle, antibacterial activity, minimum inhibitory concentration,

minimum bactericidal concentration.
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Actividade antibacteriana dos dleos essenciais Schinus molle

Capitulo 1

Introducao

Os pesticidas tém sido considerados durante muito tempo como a solucdo mais eficaz para
controlar doencas em campos de cultura. No entanto, pesticidas sintéticos podem incorporar-
se na cadeia alimentar e a resisténcia desenvolvida por fitopatogenos tornou alguns deles
ineficazes. Isto destacou a necessidade do uso de compostos alternativos que sao
ecologicamente correctos e seguros para os humanos [Rhouma et al., 2009].

Assim, os oleos vegetais e extractos foram utilizados para uma ampla variedade de
finalidades durante muitos milhares de anos. Essas variam desde o uso de pau-rosa e cedro
em perfumaria até aromatizacdo de bebidas com funcho, limdo ou oleo de junipero e
aplicacao de dleo de nardo para a preservacao de culturas alimentares armazenadas. Em
particular, a actividade antimicrobiana de extractos e odleos vegetais tem sido a base de
muitas aplicacoes, incluindo a conservacao de alimentos crus e processados, produtos
farmacéuticos, medicina alternativa e terapias naturais [Hammer et al., 1999].

A utilizacado dos 6leos essenciais como agentes antimicrobianos tem vindo a ser descrita
qualitativamente durante muitos anos comecando com um estudo dos coeficientes de fendis
de um numero de oleos essenciais, publicado por Martindale (1910) [Hilli et al., 1997].

0 reino das plantas tem sido a melhor fonte de remédios para cura de variadas doencas e
alivio de dores. E por isso que as plantas medicinais tém tido um papel chave na preservacao
da salde, pelo mundo inteiro. Produtos naturais obtidos de plantas superiores sdo uma
importante fonte de agentes terapéuticos. Por exemplo, o México tem uma vasta variedade
de plantas, sendo o quarto pais do mundo mais rico neste aspecto [Salazar-Aranda et al.,
2009].

Ja é conhecido que os constituintes de plantas medicinais podem variar muito como
resultado de factores genéticos, climaticos, a qualidade do solo e outros factores externos.
Assim, por exemplo no nordeste mexicano, o clima semi-arido causa a producao de
metabolitos secundarios diferentes de outros encontrados nas mesmas espécies cultivadas sob
condicoes menos extremas [Salazar-Aranda et al., 2009].

Apesar de algumas plantas terem sido muito estudadas em termos de substancias que
contém, foi sugerido que apenas 10% das, aproximadamente, 250.000 espécies foram
caracterizadas em termos farmacologicos e quimicos. Na maioria dos casos, ndo ha validacao
cientifica dos produtos naturais tao utilizados, especialmente em paises em desenvolvimento
[Diaz et al., 2008].

Entre as substancias com potencial terapéutico estdo os oleos essenciais obtidos de
diferentes partes da planta e constituidas por misturas complexas de metabolitos secundarios

lipofilicos e volateis, que sado geralmente responsaveis por cheiros particulares. Os compostos
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volateis sdao moléculas lipofilicas com alta pressao de vapor e diferentes funcdes ecoldgicas,
frequentemente restritas a linhagens especificas de plantas [Diaz et al., 2008].

Assim, os oleos essenciais sao definidos como compostos volateis, naturais e complexos
caracterizados por um odor forte, formados em plantas aromaticas como metabolitos
secundarios e obtidos de partes da planta (flor, semente, folhas, galhos, cascas, ervas,
madeira, frutos e raizes) [ABI-Ayad et al., 2011] e sdao armazenados nas células secretoras,
cavidades, vasos, células epidérmicas ou tricomas glandulares [Bakkali et al., 2008].

Sao extraidos de varias plantas aromaticas geralmente localizadas em paises com climas
temperados a quentes como a zona Mediterranica e a zona tropical. Sdo liquidos, volateis,
limpidos e raramente coloridos, lipossoluveis e também solUveis em solventes organicos com
menor densidade que a agua [Bakkali et al., 2008].

Ha varios métodos de extraccao dos 6leos essenciais, incluindo uso de didxido de carbono
liqguido ou micro-ondas e, principalmente destilacdo de baixa ou alta pressao com aplicacao
de agua a ferver ou vapor quente. Devido as suas propriedades bactericidas e fungicidas, a
sua utilizacao na industria farmacéutica e alimentar é cada vez maior como alternativa a
produtos quimicos, de modo a favorecer o equilibrio ecoldgico [Bakkali et al., 2008].

0 perfil quimico dos produtos do 6leo essencial difere nao so6 no niUmero de moléculas, mas
também no tipo estereoquimico das moléculas extraidas, de acordo com o tipo de extraccdo
que é escolhida e conforme a finalidade da sua utilizacao. O produto da extraccao pode variar
em qualidade, quantidade e composicao conforme o clima, composicdo do solo, orgao da
planta, idade e estado do ciclo vegetativo. Assim, a fim de obter o6leos essenciais de
composicao constante, eles tém de ser extraidos sob as mesmas condicdoes e do mesmo 6rgao
de plantas que tenham crescido no mesmo solo, sob o mesmo clima e que tenham sido
colhidas na mesma altura. A maioria dos oleos essenciais comercializados sao quimiotipados
por cromatografia gasosa e analise por espectrometria de massa [Bakkali et al., 2008].

Hoje em dia, aproximadamente 3000 o6leos essenciais sdao conhecidos, 300 dos quais sao
importantes comercialmente, especialmente para as indistrias farmacéutica, agronoma,
alimentar, sanitaria, cosmética e de perfumaria. Eles podem ser obtidos por fermentacéo ou
extraccao; hidrodestilacdo é o método mais utilizado para a producdo de dleos essenciais
[ABI-Ayad et al., 2011]. Sao conhecidos por terem actividade insecticida, antiflingica,
acaricida, antibacteriana e citotoxica. Portanto, tém sido intensivamente avaliados e
aplicados em varias areas como farmacologia, microbiologia médica e clinica, patologia
vegetal e preservacao alimentar [Rhouma et al., 2009].

Até ao presente, estas caracteristicas ndo mudaram muito excepto que ha mais
informacao sobre os seus mecanismos de accdo, particularmente a nivel antimicrobiano
[Bakkali et al., 2008]. Deve-se possivelmente as funcdes que os constituintes exercem nas
plantas [Burt, 2004]. Na natureza, representam um importante papel na proteccao das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos, insecticidas e também contra

herbivoros, através da reducao do seu apetite para tais plantas. Também podem atrair alguns



Actividade antibacteriana dos dleos essenciais Schinus molle

insectos para favorecer a dispersiao de pdlen e sementes, ou repelir outros que sejam
indesejaveis [Bakkali et al., 2008].

A principal utilizacdo de éleos essenciais na Unidao Europeia (EU) € nos alimentos (como
aromatizantes), perfumes e produtos farmacéuticos (pelas propriedades funcionais). O
conhecido uso de dleos essenciais em aromaterapia constitui pouco mais de 2% do mercado
total [Burt, 2004].

Os Oleos essenciais (misturas de compostos volateis, na maioria mono- e
sesquiterpendides, benzoides, fenilpropandides, etc.) exercem diferentes accdes bioldgicas
nos humanos, animais e outras plantas. Sao extraidos por destilacdo e sdao populares como
ingredientes de perfumes, cosméticos e produtos de limpeza domésticos, assim como,
também sao utilizados como aromatizantes de comida e bebidas. No entanto, também séo
bastante Uteis no tratamento de diferentes doencas e a sua aplicacdo médica tem-se tornado
muito popular [Adorjan et al., 2010].

Alguns tém revelado propriedades medicinais, podendo curar disfuncées de orgaos ou
disturbios sistémicos. Devido a recente atraccao para estes produtos naturais e, apesar da sua
vasta utilizacdo e de nos serem familiares como fragrancias, € importante desenvolver uma
melhor compreensdao do seu principio activo para que possam ser aplicados na saude,
agricultura e ambiente. Alguns deles podem constituir alternativas eficazes ou complementos
a compostos sintéticos, sem mostrarem efeitos secundarios [Bakkali et al., 2008].

A maior vantagem destes produtos naturais é que eles ndao adquirem resisténcia aos
antibioticos como acontece com o uso a longo prazo de antibioticos sintéticos. Por outro lado,
a composicao quimica dos dleos essenciais, que €& responsavel pelas propriedades
antibacterianas, € altamente dependente de varios factores como as condicdes climaticas e
geograficas, bem como a colheita, técnicas de isolamento e armazenamento [Alexopoulos et
al., 2011].

A actividade antibacteriana vai depender do tipo, composicdo e concentracao da espécie
ou do oleo essencial, a composicdo do substrato, o processamento e condicoes de
armazenamento, assim como o tipo de microrganismo. Eles apresentam accao contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e ainda sobre leveduras e fungos filamentosos
[Silva et al., 2009]. Um dos patogenos mais comuns que causam intoxicacao alimentar e que é
frequentemente responsavel por infeccées nosocomiais € o Staphylococcus aureus. O
aparecimento de coldnias de S. aureus resistentes a antibioticos com surtos de infeccdo entre
pacientes hospitalizados é um problema grave pelo mundo inteiro [Alexopoulos et al., 2011].

Nos ultimos anos, a pesquisa de agentes antimicrobianos seguros e eficazes continua, com
0s quais pode ser tratada uma vasta variedade de infeccoes bacterianas. Esta necessidade foi
reforcada recentemente pelo aparecimento de muitos organismos resistentes a bactérias
[ABI-Ayad et al., 2011].

A utilizacdo de substancias naturais como os dleos essenciais para o controlo de doencas
pos-colheita e a sua utilizacao eficaz como agentes antimicrobianos, ingredientes funcionais

em alimentos, bebidas, artigos de higiene pessoal e cosméticos esta a ganhar forca, tanto
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pelo crescente interesse dos consumidores em ingredientes de fontes naturais, como pela

preocupacédo com aditivos sintéticos potencialmente prejudiciais [ABI-Ayad et al., 2011].

1.1 Historia da utilizacao dos 6leos essenciais

Apesar de as especiarias terem sido utilizadas pelo seu aroma, sabor e propriedades
preservativas desde a antiguidade, dos oleos essenciais conhecidos, apenas o o6leo de
terebentina foi mencionado pelos historiadores Gregos e Romanos. A destilacdo como método
de producdo de 6leos essenciais foi usado ha mais de 2000 anos no Oriente (Egipto, india e
Pérsia) e foi melhorado no século IX pelos Arabes. A primeira descricio auténtica da
destilacao de um éleo essencial foi atribuida a Villanova (1235-1311), um fisico cataldao. No
decorrer do século Xlll, os dleos essenciais eram feitos pelas farmacias e os seus efeitos
farmacoldgicos foram descritos em farmacopeias, no entanto o seu uso nao parece ter sido
espalhado pela Europa até ao Século XVI, a partir do qual comecaram a ser comercializados
na cidade de Londres [Burt, 2004].

Pensa-se que o termo “dleo essencial” deriva do nome cunhado no século XVI pelo
reformista de medicina suico, Paracelsus von Hohenheim; ele nomeou o componente eficaz
de uma droga Quinta essentia [Burt, 2004].

De acordo com um fisico francés, Joseph Du Chesne (Quercetanus), no século XVIl a
preparacao dos Oleos essenciais era bastante conhecida e as farmacias normalmente
armazenavam 15-20 oleos diferentes. O uso de 6leo da arvore do cha para fins medicinais tem
sido documentado desde a colonizacdo da Australia no final do século XVIIl, embora seja
provavel que tenha sido utilizado pelos nativos australianos antes disso [Burt, 2004].

O primeiro estudo experimental das propriedades bactericidas dos vapores de odleos
essenciais diz-se ter sido realizado por De La Croix em 1881. No entanto, no decorrer dos
séculos XIX e XX a utilizacao destes 6leos em medicina foi-se tornando secundaria em relacao

a sua utilizacdo pelo sabor e aroma [Burt, 2004].

1.2 Utilizacao dos 6leos essenciais na industria alimentar

Foi estimado que cerca de 30% de pessoas em paises industrializados sofrem de
intoxicacdes alimentares todos os anos e em 2000, pelo menos 2 milhdes de pessoas morreram
de doenca gastrointestinais por todo o mundo. Ha assim uma necessidade de encontrar novos
métodos para reduzir ou eliminar patdgenos de origem alimentar, possivelmente em
combinacao com métodos ja existentes. Ao mesmo tempo, a sociedade ocidental parece estar
a viver uma tendéncia de consumismo “verde”, desejando menos aditivos alimentares
sintéticos e produtos com menor impacto ambiental. Além disso, a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) tem chamado a atencao para a reducao no consumo de sal, de maneira a reduzir
a incidéncia de doencas cardiovasculares (OMS, 2002b). Se o nivel de sal em comidas

processadas for reduzido, é possivel que sejam necessarios outros aditivos para manter as
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propriedades e a seguranca dos alimentos. Ha ainda a ambicdo de encontrar novos métodos
que sejam ecoldgicos e naturais. Uma possibilidade seria entdo a utilizacdo de dleos

essenciais como aditivos antibacterianos [Burt, 2004].

1.2.1 Actividade nos sistemas alimentares

A influéncia moduladora da composicao dos alimentos sobre a eficacia antibacteriana dos
oleos essenciais € uma area de estudo importante. Quando usados em sistemas alimentares,
os Oleos essenciais sao necessarios em grandes quantidades (1-3%) e estes niveis sdo muitas
vezes mais elevados do que seria organolepticamente aceitavel. A presenca de hidratos de
carbono, proteina, sal e o valor de pH influencia a eficacia destes agentes nos alimentos. O
potencial antibacteriano também é reduzido nos alimentos com baixa actividade de agua
[Holley et al., 2005].

0 oleo de menta é naturalmente hidrofobico, logo € mais solivel na fraccao lipidica da
comida, enquanto os microrganismos se isolam na parte hidrofilica. Estas reaccoes podem
diminuir a oportunidade de contacto entre o antimicrobiano e o organismo alvo. Para além da
gordura e proteina, o pH destes sistemas alimentares € um factor importante afectando a
actividade dos o6leos. A baixo pH, a hidrofobicidade de alguns oleos essenciais aumenta e
mesmo que tendam a isolar-se na zona lipidica do alimento, também se podem dissolver mais
facilmente na fase lipidica da membrana da bactéria, melhorando a accdo antibacteriana
[Holley et al., 2005].

Quando usados nos alimentos, os o6leos essenciais volateis as vezes perdem-se durante
operacoes de processamento. A tecnologia de microencapsulacdo € um modo de prevencao
para essas perdas por volatilizacdo. Esta técnica esta a ser muito utilizada na indistria
farmacéutica para distribuicdo controlada do farmaco. Também é actualmente utilizada na
indUstria alimentar para estabilizacdo do sabor. Através da encapsulacao de éleos essenciais
antibacterianos, ndo so ficam protegidos do calor, mas também podem ser aplicados nos
produtos em quantidades controladas (concentracdes inibitorias eficazes) durante longos

periodos e assim prolongar a duracao dos produtos [Holley et al., 2005].

1.2.2 Aplicac6es medicinais futuras

A capacidade citotoxica dos dleos essenciais, baseada numa actividade pro-oxidativa, pode
fazer deles excelentes antissépticos e agentes antimicrobianos de uso pessoal, isto é, para
purificacdo do ar, higiene pessoal ou até uso interno consumindo por via oral, e uso
insecticida para preservacao de culturas ou alimentos armazenados [Bakkali et al., 2008].

Uma grande vantagem dos oleos essenciais é o facto de serem desprovidos de riscos
genotoxicos a longo prazo. Além disso, alguns mostram uma capacidade antimutagénica
bastante evidente que pode estar ligada a uma actividade anticarcinogénica. Estudos
recentes demonstraram que a actividade pro-oxidativa dos 6leos essenciais ou de alguns dos

seus constituintes, assim como de alguns polifendis, é muito eficiente na reducao do volume
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de tumores locais ou da proliferacao de células do tumor, através de efeitos necréticos ou
apoptoticos [Bakkali et al., 2008].

Muitas células tumorais sao caracterizadas por alteracdes graves no metabolismo
energético, superproducao mitocondrial e stress oxidativo permanente. Os 6leos essenciais,
devido a sua capacidade para interferir com as fungdes mitocondriais, podem provocar efeitos
que os tornam agentes anti-tumorais. Muitos agentes produtores de radicais sao usados em
tratamentos anti-tumorais. No caso dos dleos essenciais, a producdo de radicais pode ser
muito bem controlada e com alvos definidos sem apresentar qualquer efeito secundario
toxico ou mutagénico nos tecidos saudaveis. Assim, os dleos essenciais podem constituir um

avanco da medicina tradicional para a medicina moderna [Bakkali et al., 2008].

1.3 Composicao quimica dos 6leos essenciais

A destilacdo a vapor € a mais utilizada para a producdo de éleos essenciais numa base

comercial. A extraccdo através de Dioxido de Carbono liquido a baixa temperatura e alta
pressao produz um perfil organoléptico mais natural mas torna-se mais dispendioso. A
diferenca no perfil organoléptico indica a diferenca na composicao dos dleos obtidos por
extraccao por solvente ao contrario da destilacdo e isto também influencia as propriedades
antimicrobianas. Isto pode ser confirmado pelo facto dos dleos essenciais extraidos pelo
hexano mostrarem uma maior actividade antimicrobiana que os correspondentes oleos
destilados a vapor. Também por serem volateis e para prevenir alteracoes de composicdo
devem ser armazenados no escuro [Burt, 2004].
Normalmente, os odleos essenciais produzidos a partir de plantas colhidas durante ou
imediatamente a seguir a floracdo possuem uma actividade antimicrobiana muito mais forte.
A composicao dos dleos essenciais de diferentes partes da mesma planta também podem
diferir bastante. Por exemplo, aquele obtido das sementes do coentro (Coriandrum sativum
L.) tem uma composicao bastante diferente do 6leo obtido das folhas verdes da mesma planta
[Burt, 2004].

Os oleos essenciais sao misturas naturais muito complexas que podem conter cerca de 20 a
60 componentes em concentracdes bastante diferentes. Sao caracterizados por dois ou trés
componentes maioritarios em concentracdes bastante elevadas (20-70%) comparados com
outros componentes presentes em quantidades vestigiais. Normalmente, os componentes
maioritarios determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais [Bakkali et al., 2008].
No entanto, ha evidéncias que os componentes minoritarios também tém um papel
importante na actividade antibacteriana, possivelmente devido ao efeito sinergético entre
estes componentes [Burt, 2004].

Os componentes fenodlicos sdo os principais responsaveis pelas suas propriedades
antibacterianas [Burt, 2004].
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Tabela 1.1: Compostos maioritarios de Oleos Essenciais seleccionados

com propriedades amtibacterianas [Burt, 2004].

Schinus molle

Common
name of EOQ

Latin name of plant source

Major components

Approximate
% composition”

Cilantro
Coriander

Cinnamon
Oregano

Rosemary

Clove (bud)

Thyme

Coriandrum sativum
(immature leaves)
Cortandrum sativum (seeds)

Cinnamomum zeylandicum
Origanum vulgare

Rosmarinus officinalis

Salvia officinalis L.

Syzygium aromaticum

Thymus vilgaris

Linalool
E-2-decanal
Linalool
E-2-decanal

Trans-cinnamaldehyde

Carvacrol
Thymol
v-Tempinene
p-Cymene

a-pinene
Bornyl acetate
Camphor

1 8-cineole
Camphor
«-Pinene
P-pinene

1 8-cineole
w-fujone
Eugenol
Eugenyl acetate
Thymol
Carvacrol
v-Tempinene
p-Cymene

26%
20%
70%

65%
Trace-80%
Trace-64%
2-52%

Trace-52%

2-25%
0-17%
2—-14%
3-89%
6—15%
4-5%
2-10%
6—14%
20-42%
75-85%
8—15%
10— 64%
2-11%
2-31%
10— 56%

Os componentes dos oleos essenciais dividem-se em dois grupos de origem biossintética

distinta, sendo o principal composto de terpenos e terpendides, e o outro composto de

constituintes aromaticos e alifaticos, todos caracterizados por um baixo peso molecular
(Figura 1.1) [Bakkali et al., 2008].
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1. Terpenos
- Monaterpenos
Hdrocarbonetos monociclicos Hidrocarbonetos biciclicos
p-cimena Sabinenao 0 - pineno B - pineno
HECR/
Alcoois aciclicos Fenois

Citronelol Geraniol Carvacrol Timol

- g

- Sesquiterpenos

Hidrocarboneto Alcool
Farneszal Cariofileno
= = =
OH

2. Cormnpostos aromaticos

Aldeidos Alcool Fendis
Cinamaldeido Alcool Cinamilico Chavicol Eugenol
s
o CH,
o Y O
= =/ OCH,
OH
Derivados metoxilados Compostos metilenodioxi
Anetol Eztragol Safrol

OCH
7N 3 A /) —OCH: <0DW

3. Terpendides

Azcaridal thentol

Figura 1.1 - Estruturas quimicas de alguns componentes dos 6leos essenciais: (1)
Terpenos; (2) Compostos aromaticos; (3) Terpenoides. [Adaptado de Bakkali et al.,
2008].
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1.3.1 Terpenos

Os terpenos formam diferentes classes de acordo com a estrutura e funcao. Sao feitos de
combinacbes entre varias cadeias de 5 Carbonos denominadas isoprenos. A biossintese dos
terpenos consiste na sintese do precursor difosfato de isopentenilo (IPP) [Bakkali et al.,
2008].

A biossintese dos terpenos nas plantas da-se a partir de duas vias: a via do acido
mevaldnico e a via do fosfato do metileritritol (MEP), para a producao de IPP (Figura 1.2)
[Cowan, 1999].

I Wia alternativa I

pyruvate D-glyceraldehyde-3-phosphate (GA3P)

i L
)l\ro + ‘\L/-\ oP ':‘;'1?:;'
H H

1-decxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP)

OH
Via do Mevalonato o) DOXP
Op reductoisomerase
3 x acatly-CoA H |
0O 2-C-methyl-D-arythritol4-phosphate (MEF)
)J\CDA P
A oP YgbP
I-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) H H r
HO\ O 4-diphosphocytidyk-2-C-methyl-D-erythritol (COP-ME)
HMG-CoA-R
CoA _,nOH
2ol o-cop | Yens
D-mevalonale OH OH
HD‘M
I/</\ 4.diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythiitol-2 -phosphate (CDP-MEP)
OH
MvK
COOH JOP
0-COP YebB
phospho-D-mevalonate OH OH '
HO,\ 2-C-methyl-D-arythritol-2, 4-cyclodiphosphate (MEcPP)
K</\Dp Pmk ,C-—F"\P
COCH 0 GepE
OH OH
pyrophospho-D-mevalonate
.} HkA
HO,\
v l
OPP | Mpd Ao LyiB
OO0H | ’
isopentenyl pyrophosphate o——= dimethylalyl pyrophosphate
{IPP} (DMAPF)

IPP isomerase /K/\

Figura 1.1 - Via do Mevalonato para producéo de IPP, a unidade basica para a biossintese de terpenos.
A sintese de cada unidade requer 3 moléculas de Acetil-coA (consultada em
http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/terpenoides.htm a 15 de Maio de 2011).



Eunice Baltazar Pombo

A biossintese dos terpenos consiste na sintese do precursor do Difosfato de Isopentenil
(IPP), adicdes repetitivas de IPP para formar o precursor prenildifosfato das varias classes de
terpenos, modificacdo do prenildifosfato alilico por sintetases especificas de terpenos para
formar o esqueleto do terpeno e, finalmente, modificacdo enzimatica secundaria (reaccdo
redox) do esqueleto para atribuir propriedades funcionais aos diferentes terpenos [Bakkali et
al., 2008].

Os principais terpenos sao os monoterpenos (C10) e os sesquiterpenos (C15), mas os
outros derivados como: os hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos também existem (Figura 3 e 4) [F. Bakkali et al, 2008]. Os
terpenos apresentam varias bioactividades, sendo activos contra bactérias, fungos, virus e
protozoarios. O seu mecanismo de accdo contra os mesmos ainda ndao esta totalmente
compreendido, mas pensa-se que esta envolvido com a ruptura da membrana pelos

componentes lipofilicos [Cowan, 1999].

Cs A/m,om /!\./
Isopentenyl = Dimefiyylally]
R T e L

G /l\/\/L\,/ Shaitd

Figura 1.2 - Isomerizacao do IPP a Dimetilalilpirofosfato (DMAPP), adicao repetitiva
de IPP e DMAPP (consultada em
http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/terpenoides.htm a 15 de Maio de 2011).
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sesquiterpenes

imegular
monoterpenes
sesquiterpenes diterpenes

1 ( Lnit T

PP
+

R ——

+C5

+nCs

hemiterpenes tnterpenes carotinoids

monoterpenes [

L
phytosterols

l

steroids

polyprenols

Figura 1.4 - Principais terpenos e seus derivados (consultada em
http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/terpenoides.htm a 15 de Maio de 2011).

Um terpeno que contém oxigénio é denominado de terpenoide [Bakkali et al.,2008]. Os
terpendides sao sintetizados a partir de unidades de acetato, e como tal, eles compartilham
as suas origens com acidos gordos. Estes diferenciam-se dos acidos gordos por terem uma
extensa ramificacdo e sdo ciclizados. Os terpendides sdo também activos contra bactérias,

fungos, virus e protozoarios [Cowan, 1999].

CYTOPLASM

PLASTID

Carbon Monoterpenoids \\GGPP
Fixation Starch &€ ’
Cycle 1 /,
Glyceraldehyde
3-phosphate — T IPP

Pyruvate

Glucose : » Pyruvate
Glycalysis Acle tyl-CoA
HMG-CoA
Phytosterols MVA
Triterpenes -,
FPP + IPP
Figura 1.3 - Biossintese de Terpendides (consultada em
http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/terpenocides.htm a 15 de Maio
de 2011)
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1.3.1.1 Monoterpenos
Os monoterpenos sao formados a partir do acoplamento de duas unidades de isopreno
(C10). Estes compostos sdao as moléculas mais representativas constituindo 90% do oleo
essencial e permite uma boa variedade de estruturas. Estes derivados podem apresentar

diferentes grupos funcionais:

e Hidrocarbonetos:
- aciclicos: mirceno, ocimeno, etc.;
- monociclicos: terpinenos, p-cimeno, felandrenos, etc.;

- biciclicos: pinenos, 0-3-careno, canfeno, sabineno, etc.

e Alcoois:
- aciclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulol, nerol, etc.;
- monociclicos: mentol, a-terpineol, carveol,;

- biciclicos: borneol, fenchol, chrysanthenol, tuian-3-ol, etc.

e Aldeidos:

- aciclicos: geranial, neral, citronelal, etc.

e (Cetona:
- aciclicos: tagetone, etc.;
- monociclicos: mentonas, carvona, pulegona, piperitona, etc.;

- biciclicos: canfora, fenchona, tujona, ombelulona, pinocamphona, pinocarvona, etc.
e Esteres:

- aciclicos: acetato de linalilo ou propionato, acetato de citronelilo, etc.;

- monociclicos: acetatos de mentilo ou a-terpinilo, etc.;

- biciclicos: acetato de isobornilo, etc.
e Eteres: 1,8-cineole, mentofurano, etc.

e Peroxidos: ascaridole, etc.

e Fendis: timol, carvacrol, etc.

Quando a molécula é opticamente activa, os dois enantiomeros podem estar muitas vezes
presentes nas plantas. Nao é frequente encontrar a forma racémica mais sim o enantiémero
activo [Bakkali et al., 2008].

12
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1.3.1.2 Sesquiterpenos
Os sesquiterpenos sao formados a partir da unido de trés unidades de isoprenos (C15). A
extensdo da cadeia aumenta o nUumero de ciclizagcbes possiveis que permite uma maior
variedade de estruturas. A estrutura e funcdo dos sesquiterpenos sao similares aqueles dos

monoterpenos:

e Hidrocarbonetos: azuleno, B-bisaboleno, cadinenos, B-cariofilleno, logifoleno,

curcumenos, elemenos, farnesenos, zingibereno, etc.

e Alcoois: bisabol, cedrol, B-nerolidol, farnesol, carotol, B-santalol, patchoulol,

viridiflorol, etc.

e Cetonas: germacrona, nootkatona, cis-longipinan-2,7-diona, B-vetinona, turmeronas,

etc.

e Epodxidos: oxido de cariofilleno, epoxi-humuleno, etc

Exemplos de plantas que contém estes compostos sdo bergamota, cominho, aipo, coentro,
eucalipto, lavanda, limao, hortela, laranja, pinho, alecrim, salvia, tomilho [Bakkali et al.,
2008].

1.3.2 Componentes aromaticos

Sao formados a partir do fenilopropano, e ocorrem com menos frequéncia que os terpenos
ndo aromaticos. A via de biossintese relativa aos terpenos e derivados fenilpropanicos
geralmente sao separados nas plantas, mas pode coexistir em algumas.

Os componentes aromaticos compreendem:

Aldeidos: cinamaldeido;

e Alcool: alcool cinamico;

e Fendis: chavicol, eugenol;

e Derivados metoxilados: anethole, elemicine, estragole, metileugenoles;

e Componentes metilenodioxi: apiole, miristicine, safrole.
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As principais fontes de plantas para estes compostos sao anis, canela, cravo, erva-doce,
noz-moscada, salsa, estragdo e algumas familias botanicas (Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae,
Rutaceae) [Bakkali et al., 2008].

Classe Subclasse Exemplos Aecanismo de aciao
Fenois sunples Catecol Impedir entrada de substrato
Epicatequina Desintegracio da membrana
Fendlicos acidos | Acido cinfnuce ?
Quinonas Hipericina Ligagio com adesinas, inatrva enzimas. complexo com
parede celular
Flavonoide Crisina Ligacio com adesinas
Complexo com parede celular
Fendlicos Flavonas Abissinona Inativa enzimas e inibe HIV transcriptase reversa
Privagio de substrato. pertubacio da membrana.
Taninos Ellagitanina ligacdo com adesinas. ligacio com proteinas.
complexos com ion metal
Cumarina Warfarina Interacdo com DNA eucarioto (atividade antiviral)
Terpenoides. Capsaicina Desintegracio da membrana
oleos essencias
Alcalodes Berberina Interage com parede celular e/ou DNA
Piperina
Lecitina e Aglutina manose | Forma pontes dissulfeto e interfere com a replicacio
Polipeptideos especifica viral
Poliacetilenos ?

Fonte: Adaptado de Cowan 1999,

Figura 1.6 - Principais classes de compostos com actividade antimicrobiana obtidas de
plantas [Burt, 2004].

1.4 Métodos para determinacao do potencial antimicrobiano

A maioria dos métodos usados para avaliar a actividade antimicrobiana em especiarias,
ervas e seus oleos essenciais sao adaptacdes dos que foram delineados por Zaika (1988), mas
a deteccdo de impedancia e testes de gradiente em espiral sao novos. A maioria dos
investigadores utiliza meio agar ou uma série de diluicbes em caldo, ou ambos para fins
comparativos porque o desempenho antimicrobiano pode variar entre os dois sistemas. Apesar
de a macrodiluicdo em tubos e a difusdao de vapor em superficies de agar ainda serem muito
utilizadas, ha uma elevada confianca em sistemas com placas de micropocos contendo
inibidores e organismos alvo em caldo. A eficacia do inibidor é medida pelas diferencas nas
taxas de alteracdo da densidade dptica dos pocos, e o numero de bactérias nos pocos sem
turvacdo € controlado por espalhamento em placas de agar com enumeracao apos a
incubacdo. No entanto, os sistemas baseados na absorvancia em caldo tém falta de
sensibilidade abaixo de 5 log;o bactérias/mL. Isto foi ultrapassado pela aplicacao da medicao
de impedancia usando caldo inoculado. O Bactometer (Vitek Systems, bioMérieux, Marcy
’Etoile, France) € muito usado para medir alteracdes na condutividade dos testes em caldo,
que ocorrem apos a producao de metabolitos bacterianos. Um tempo de deteccao é medido e

pode ser usado para estimar alteracdes na duracdao da fase lag antes de se desenvolver
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turvacdo. Estes sistemas podem também distinguir entre efeitos bacteriostaticos e
bactericidas [Holley et al., 2005].

A solubilidade de muitos compostos fenoélicos em meios aquosos é dificil. Os investigadores
tém usado Dimetilsulfoxido (DMSO), 2.5 - 6% de etanol, Tween 20 ou 80 e até Monolaurato de
sorbitano para facilitar a dispersao antimicrobiana no meio. Enquanto os controlos para
monitorizar possiveis efeitos do solvente sobre a viabilidade bacteriana devem ser incluidos
quando este é utilizado, ha sempre a possibilidade de efeitos interactivos que ndo podem ser
avaliados com apenas um controle para o solvente. A hidrofobicidade dos compostos fendlicos
limita o valor dos testes do disco em agar ou de difusao de vapor para estimar o potencial
antimicrobiano com precisdao. Desde que os 6leos essenciais sao caracterizados como sendo
volateis, tém sido delineados e modificados métodos que testam a actividade antimicrobiana
destes agentes na fase de vapor. Num estudo recente, foram inoculados discos de agar com a
bactéria a ser testada e introduzidos num frasco de vidro com o 6leo essencial que, por sua
vez, foi colocado num vidro de reldgio. O frasco foi fechado e colocado a temperatura
desejada para haver libertacdo de vapor do dleo essencial. A viabilidade das células expostas
na superficie de agar foi mais tarde avaliada. O sistema funcionou bem e permitiu a
quantificacao do inibidor na fase de vapor [Holley et al., 2005].

Apesar de placas de gradiente de agar nao serem muito comuns, Razavi-Rohani e Griffiths
(1994) usaram uma solucdo de Monolaurato de Glicerol (um éster de acidos gordos) para
formar um gradiente antimicrobiano concéntrico controlado na superficie de placas
inoculadas com o dispositivo de spiral plating (Spiral Biotech, Norwood MA). Uma vez
equilibrado o gradiente, a superficie das placas é inoculada com organismos teste e o teste de
gradiente espiral € usado para calcular a concentragcao minima inibitoria (MIC, concentracao
minima a qual o nivel de inoculo é mantido ou reduzido). Os resultados podem ser lidos por
um software e este sistema pode ser aplicado a antimicrobianos naturais menos volateis e
mais hidrofilicos [Holley et al., 2005].

Outro sistema que mostra ser promissor é o Bioscreen Microbiological Growth Analyser
usado por Lambert et al (2001) para avaliar a actividade do 6leo essencial de orégao e os seus
componentes maioritarios, timol e carvacrol, contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. O dispositivo permite a avaliacao simultanea de concentragbes antimicrobianas
multiplas e calcula o MIC baseado em processos matematicos [Holley et al., 2005].

Outro desenvolvimento muito Gtil é a adopgao de placas de micropogos contendo caldo ao
qual é adicionado 0,15% de agar para suspender antimicrobianos parcialmente soliveis na
matriz de agar coloidal. Este método continua a ser utilizado e, como descrito originalmente,
o caldo pode conter corante de Resazurina como indicador redox para dar um sinal visivel do
crescimento bacteriano. Um pré-requisito € que cada cadeia de testes deve ser calibrada para
a capacidade de reducao do corante resazurina antes de serem feitos os testes, tendo em
conta que as taxas podem variar. A concentracao celular 6ptima é cerca de um log;, mais
baixo que o nivel necessario para reduzir a Resazurina a uma cor rosa/violeta. As placas de

micropocos sao atractivas para este tipo de estudo porque sao necessarios pequenos volumes
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de reaccao (< 300pL/teste), os testes em replicado sao facilmente preparados e podem ser
estudados dois ou mais antimicrobianos simultaneamente, para examinar efeitos interactivos
(sinérgicos ou antagonicos). Walsh et al. (2003) usou diluicoes em caldo convencionais para
alteracoes na absorvancia a 540 nm assim como MIC’s, determinados pela colocacao de 1 mL
de cultura bacteriana (6 log;o CFU/mL) em placas de agar contendo o inibidor antimicrobiano
natural. Apos incubacao, os testes foram comparados com as placas de controlo sem inibidor.
Esta técnica pode ser recomendada para a monitorizacao de antimicrobianos naturais [Holley
et al., 2005].

Iscan et al. (2002) usou uma combinacdao de microdiluicdao, difusao em agar e um ensaio
para examinar a actividade do 6leo essencial de menta contra patogenos de humanos e
plantas. Para o ensaio, as amostras foram sujeitas a cromatografia de camada fina (TLC) em
placas paralelas. Uma delas foi desenvolvida quimicamente e a outra foi coberta por agar,
inoculada com o organismo de teste e incubada a 37°C durante 24h. A outra foi pulverizada
com 1% de violeta de tetrazolium, incubada 1h a 37°C e as zonas de inibicao observadas
contra o fundo colorido [Holley et al., 2005].

Ha a preocupacado de que os 6leos essenciais podem ser apenas parcialmente libertados
durante a trituracao, deixando parte dele em compartimentos celulares e indisponivel para a
reaccdo com os organismos alvo. Ha claramente uma necessidade de adoptar protocolos
padrao para a avaliacao dos antimicrobianos naturais, durante testes in vitro, para evitar
resultados contraditérios. No entanto, € pouco provavel que um Unico método padrao seja o
recurso geral. Isto porque os estudos muitas vezes tém diferentes objectivos e,
frequentemente, aplicam diferentes planos experimentais. Isto leva a diferentes necessidades
com respeito a temperatura de incubacao, pH e duracao da exposicao (horas ou semanas). Ha
uma série de outros factores que influenciam resultados experimentais durante testes de
potencial antimicrobiano. Isto inclui: variabilidade da composicdo ou contelido de agentes
activos que resultam do historial agronémico, diferencas de variedade e maturidade da planta
estudada; caracteristicas fisicas e quimicas do proprio antimicrobiano (hidrofobicidade,
volatilidade, compatibilidade com o sistema de teste); presenca de proteina, amido ou lipido
com os quais podem formar complexos e neutralizar a actividade antimicrobiana ou isolar o
agente do alvo; a concentracao dos inoculos, género ou espécie de microrganismo. Diferencas
na sensibilidade das células-alvo possivelmente resultam de diferencas no estado fisiolégico
das culturas testadas, sendo as células na fase estacionaria mais resistentes. O controlo
incompleto destes factores pode levar a obtencao de resultados inconsistentes. Talvez a
maior causa de variacdes nos resultados dos estudos provenha do uso de antimicrobianos

naturais nao padronizados de diferentes poténcias e composicoes [Holley et al., 2005].
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1.5 Actividade antibacteriana

Os oleos essenciais de plantas tém demonstrado actividade contra Aeromonas hydrophila,
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis, Staphylococcus spp.,
Micrococcus spp., Bacillus spp., Enterobacteriaceae, Campylobacter jejuni, Vibrio
parahaemolyticus, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Shigella spp., Salmonella
enterica typhimurium e enteritidis, e Escherichia coli, assim como fungos unicelulares
(leveduras) e multicelulares (Saccharomyces cervisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus) [Holley et al., 2005].

Ha pouca informacao disponivel sobre a interaccdao entre os constituintes dos oleos
essenciais e dos efeitos que eles tém na actividade antimicrobiana. Os componentes fenolicos
sdo responsaveis pela accao antimicrobiana e pensa-se que os outros constituintes tém pouca
actividade. A confianca no uso dos 6leos essenciais como antimicrobianos pode ser aumentada
se o seu contelido em agentes activos for padronizado por destilacao [Holley et al., 2005].

A accao aditiva ou sinérgica foi observada contra todas as bactérias Gram-positivas e ainda
Yersinia enterocolitica e a mistura foi antagonista para P. fragi, E. coli 0157:H7 e Salmonella
typhimurium [Holley et al., 2005].

Oleos essenciais de plantas tém sido muito testados contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Por exemplo, Farag et al. (1989) examinou a actividade antimicrobiana do
oleo de salvia, tomilho e folhas de rosmaninho, frutos de Alcaravia, bolbos da flor do cravo-
da-india e frutos de cominho contra bactérias Gram-negativas (P. fluorescens, E. coli, e
Serratia marcescens) e Gram-positivas (S. aureus, Micrococcus spp., Sarcina spp. e B.
subtilis). Observou que estes oleos essenciais tém nenhum ou muito pouco efeito contra
bactérias Gram-negativas. Entre estas bactérias analisadas, o género Pseudomonas apresenta
alta ou mesmo a mais alta resisténcia para estes antimicrobianos. Ndo obstante, como as
Pseudomonas sao frequentemente responsaveis por alteracdes da comida armazenada a
baixas temperaturas, tém sido muito utilizadas como células alvo e a aplicacdo de alguns
componentes de o6leos essenciais a altas concentracbes tém sido relatados como sendo
efectivos [Holley et al., 2005].

1.6 Mecanismos de accao antimicrobiana dos 6leos essenciais

A expressdo de actividade antimicrobiana é frequentemente muito evidente, mas o
mecanismo de accao nao é completamente compreendido. Um dos efeitos inibitorios mais
graves surge em dois relatorios separados onde o exterior das duas membranas celulares da
Escherichia coli e Salmonella typhimurium desintegram apds exposicao ao carvacrol e timol
[Holley et al., 2005].

Leveduras e bactérias Gram-positivas nao mostraram tais alteracdes na morfologia da
membrana celular. Provavelmente, Isto deve-se a solubilidade dos lipopolissacaridos (LPS) da

membrana externa, em solventes fenolicos. Houve um consenso geral que os compostos
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aromaticos e fenolicos exercem os seus efeitos antimicrobianos na membrana citoplasmatica
alterando a estrutura e funcao. O efluxo de K* é normalmente um sinal inicial de dano e é
sempre seguido por efluxo dos constituintes citoplasmaticos. A perda do caracter de
permeabilidade da membrana citoplasmatica é frequentemente identificada como a causa da
morte celular. Alguns investigadores tém explorado mais o assunto, concluindo que a perda
da funcdo da membrana é apenas parte da explicacdo para a actividade antimicrobiana
[Holley et al., 2005].

Considerando o numero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos éleos
essenciais, € muito provavel que a sua actividade antibacteriana nao seja atribuivel a um
mecanismo especifico. [Burt, 2004]. Outros acontecimentos que podem levar a disfuncao da
membrana e consequente ruptura incluem: a dissipacao dos dois componentes da forca motriz
protdnica nas células (o gradiente de pH e o potencial eléctrico), quer por alteracdes no
transporte ionico, quer pela despolarizacdo causada por alteragdes estruturais na membrana;
interferéncia com o sistema de geracdo de energia (ATP); ou ainda inibicdo enzimatica
impedindo a utilizacao do substrato para producao de energia [Holley et al., 2005].

Nem todos os mecanismos sdo alvos separados, alguns sdo consequéncia de ataques a
outros pontos da célula. Uma importante caracteristica dos 6leos e seus componentes € a
hidrofobicidade, o que lhes permite distribuirem-se por entre os lipidos da membrana e da
mitocondria, alterando a estrutura da célula e tornando-a mais permeavel.
Consequentemente, pode ocorrer perda de ides e outros contetidos celulares que podem levar
a morte da célula. Ha estudos que mostram que a morte celular pode ocorrer antes da lise
[Burt, 2004].
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Figura 1.7 - Localizacbes e mecanismos na célula bacteriana dos
sitios de accdo dos componentes dos 6leos essenciais: degradacao
da parede celular; dano da membrana citoplasmatica; dano das
proteinas membranares; fuga dos componentes da célula;
coagulacao do citoplasma e diminuicao da forca motriz dos protoes
[Adaptado de Burt, 2004].

Muitos oleos essenciais tém a capacidade de aumentar a distribuicao transdermal de

drogas. Sao conhecidos como promotores da absorcdo ou aceleradores. Também podem
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penetrar na pele e diminuir a barreira de resisténcia, pela interaccdo com os lipidos da pele
[Adorjan et al., 2010].

Apresentam propriedades anti-nociceptivas (ligado ao sistema nervoso), anticancerigenas,
anti-inflamatarias, repelentes de insectos, antivirais e antioxidantes [Adorjan et al., 2010].

Os oleos essenciais actuam contra os microrganismos causando muitas vezes instabilidade
na membrana plasmatica levando a lise celular. Este efeito é devido a existéncia de
compostos antimicrobianos nos o6leos que pertencem a classe dos terpenoides (mas nado
unicamente a essa classe) como o timol e carvacrol. Apesar de a actividade antimicrobiana
poder ser desencadeada por um Unico composto quimico, normalmente parece um resultado
da sinergia entre varios compostos quimicos presentes no oleo [Silva et al., 2010].

Os oleos essenciais e seus componentes sao conhecidos por serem activos contra uma vasta
variedade de microrganismos, incluindo bactérias Gram-negativas. Todas as bactérias Gram-
negativas possuem uma membrana exterior que constitui uma superficie hidrofilica, devido a
presenca de lipopoilissacaridos (LPS). Pequenas moléculas hidrofilicas sdo capazes de
atravessar essa membrana exterior através de porinas que constituem canais
transmembranares hidrofilicos, assim a membrana serve como barreira contra
macromoléculas e compostos hidrofébicos e é por essa razao que as bactérias Gram-negativas
sdo relativamente resistentes aos antibioticos hidrofobicos ou drogas toxicas. No entanto, a
membrana nem sempre é totalmente impermeavel a estas moléculas, por isso, atravessa-la é
um pré-requisito para qualquer substancia exercer a sua actividade bactericida contra estas
bactérias Gram-negativas [Helander et al., 1998].

Em bactérias Gram-positivas como a espécie Staphylococcus aureus, ha evidéncias de uma
forte inibicdo de crescimento e actividade de algumas caracteristicas metabélicas como a
coagulase, lipase e tolerancia ao sal [Alexopoulos et al., 2011].

Por conseguinte, devera ser (til avaliar a actividade dos compostos antimicrobianos
presentes nas plantas contra as bactérias em varios sistemas alimentares [Helander et al.,
1998].

A estrutura quimica dos componentes afecta o seu modo de accao e actividade
antibacteriana. A importancia da presenca do grupo hidroxilo nos compostos fenolicos como o
carvacrol e timol foi confirmada. A posicao relativa do grupo hidroxilo no anel fendlico nao
parece influenciar muito o grau de actividade antibacteriana [Burt, 2004].

Componentes dos 6leos essenciais também actuam nas proteinas membranares. Enzimas
como ATPases estdao localizadas na membrana citoplasmatica e rodeadas de moléculas
lipidicas. Dois possiveis mecanismos foram sugeridos sendo que os hidrocarbonetos ciclicos
podem actuar nestes. As moléculas hidrocarbonadas lipofilicas podem acumular-se na
bicamada lipidica e deformar a interaccao lipido-proteina; em alternativa, é possivel haver
interaccoes directas dos compostos lipofilicos com partes hidrofobicas da proteina [Burt,
2004].

Cox et al. (2000) mostrou que o dleo da arvore do cha que contém terpinen-4-ol (um

monoterpeno ciclico que é o principal responsavel pela actividade antimicrobiana) inibiu a
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respiracao oxidativa em Escherichia coli, Staphylococcus aureus e uma levedura; assim como
induziu o inchaco da membrana e aumentou a permeabilidade membranar. Certamente, a
capacidade dos fendlicos para interferir com o metabolismo celular através de um nimero de
mecanismos (complexos de substrato, ruptura da membrana, inactivacdo enzimatica e
quelacio de metais) é bem conhecida. E também evidente que a sua capacidade de se
isolarem da agua e penetrarem na membrana sao factores importantes que tém influéncia na
sensibilidade ou resisténcia das células expostas [Holley et al., 2005].

Estudos com sondas fluorescentes confirmaram que os oleos essenciais aumentam a
permeabilidade da membrana e que os componentes do oleo se dissolvem na membrana
causando inchaco e reduzindo a funcao da membrana. A dimensao da diluicao na membrana
do antimicrobiano nao esta relacionada com a actividade antimicrobiana global no caso do
carvacrol e o seu precursor p-Cimeno [Holley et al., 2005].

E concebivel que pequenas diferencas na concentracdo do antimicrobiano pode determinar
0 acontecimento bioquimico que domina a inibicdo do crescimento celular ou causa a morte.
A presenca de grupos hidroxilo nos alcoois de longa cadeia esta correlacionada com a
actividade inibitoria [Holley et al., 2005].

1.6.1 Carvacrol e Timol

0 modo de accao do carvacrol, um dos componentes dos 6leos de orégdao e tomilho,
recebeu uma maior atencdo dos investigadores. O timol é estruturalmente muito semelhante
ao carvacrol, tendo o grupo hidroxilo numa diferente localizacdo do anel fendlico. Ambos tém
um efeito de permeabilizacao da membrana [Burt, 2004].

0 carvacrol e o timol sdo capazes de desintegrar a membrana exterior de bactérias Gram-
negativas, libertando lipopolissacaridos (LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica para o ATP. A presenca de Cloreto de Magnésio mostrou influenciar esta
accao, sugerindo um outro mecanismo que nao a simples quelacao de catides na membrana
exterior [Burt, 2004].

Estudos com Bacillus cereus demonstraram que o carvacrol interage com a membrana
celular, onde se dissolve na bicamada fosfolipidica e se alinha entre as cadeias de acidos
gordos. Esta distorcdo da estrutura fisica pode causar expansdao e destabilizacdo da
membrana, aumentando a fluidez da membrana, o que por sua vez podera aumentar a
permeabilidade passiva. [Burt, 2004]. A medicao da temperatura média da fase de transicao
dos lipidos bacterianos confirmou que as membranas instantaneamente se tornam mais
fluidas na presenca de carvacrol. A passagem de metabolitos celulares de B. cereus através
da membrana celular durante a exposicdo ao carvacrol, também tem sido investigada.
Medicoes de ATP intracelular e extracelular revelaram que o nivel de ATP dentro das células
diminui, ao passo que, fora da célula ndo ha qualquer aumento proporcional. Presume-se
entdo que a taxa de sintese de ATP diminuiu ou que a taxa de hidrolise de ATP aumentou.
Medicdes do potencial de membrana de células em crescimento exponencial revelaram uma

diminuicao brusca quando adicionado carvacrol e indicaram um enfraquecimento da forca
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motriz dos protdes. O gradiente de pH na membrana celular também foi enfraquecido pela
presenca de carvacrol e dissipou-se completamente na presenca de 1 mM ou mais. Para além
disso, os niveis intracelulares de ides Potassio cairam enquanto os niveis extracelulares
aumentaram proporcionalmente, mantendo-se os niveis totais. Concluiu-se que o carvacrol
forma canais através da membrana pelo afastamento das cadeias de acidos gordos dos
fosfolipidos, permitindo aos ides sair do citoplasma. O o6leo essencial de orégao, contendo
carvacrol como componente maioritario, causa a fuga de ides fosfato da Staphilococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa [Burt, 2004].

Juven et al. (1994) examinou os efeitos do timol contra Staphilococcus aureus e criou a
hipétese que o timol se liga as proteinas membranares hidrofobicamente e por ligacdes de
hidrogénio, alterando deste modo a permeabilidade da membrana. O timol é mais inibidor a
pH mais baixo, pois a molécula estara indissociavel, logo mais hidrofébica. Assim, pode-se
ligar melhor as zonas hidrofobicas das proteinas e dissolver-se melhor na fase lipidica [Burt,
2004].

1.6.2 Eugenol

O Eugenol é o componente maioritario (aproximadamente 85%) do o6leo de cravo.
Concentracoes sub-letais do Eugenol podem inibir a producao de amilases e proteases pela
B.cereus. A deterioracdo da parede celular e um elevado grau de lise celular também foram
observados. Pensa-se que o grupo hidroxilo do Eugenol liga as proteinas, prevenindo a accdo

enzimatica na Enterobacter aerogenes [Burt, 2004].

1.6.3 p-Cimeno

E o precursor biologico do carvacrol e é hidrofébico, causando inchaco da membrana
citoplasmatica, em maior extensdao que o carvacrol. Nao é um antibacteriano eficaz quando
usado sozinho, mas ao ser combinado com carvacrol pode-se observar sinergismo contra
B.cereus in vitro. A maior eficacia do p-Cimeno, ao incorporar-se na bicamada lipidica do B.

cereus, facilita o transporte do carvacrol através da membrana citoplasmatica [Burt, 2004].

1.6.4 Carvona

Quando testada num sistema modelo de lipossoma, em concentra¢cbes acima da MIC, a
carvona (2-metil-5-(1-mtiletenil)-2ciclo-hexen-1-ona) dissipa o gradiente de pH e o potencial
membranar das células. As taxas de crescimento especificas da Escherichia coli,
Streptococcus termophilus e Lactococcus lactis diminuiram com o aumento das concentracoes
de Carvona, sugerindo que esta actua pela perturbacdo no estado de energia metabolica das
células. Em contraste, outro estudo demonstrou que a carvona nao é eficaz na membrana
exterior de Escherichia coli e Salmonella typhimurium, e também nao afecta a taxa de ATP
intracelular [Burt, 2004].
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1.6.5 Cinamaldeido

Apesar de o cinamaldeido (3-fenil-2-propenal) ser conhecido por inibir o crescimento da

Escherichia coli 0157:H7 e da Salmonella typhimurium em concentracoes semelhantes as do
carvacrol e timol, nao desintegra a membrana externa ou esgota o ATP intracelular. Pensa-se
que o grupo carbonilo se liga as proteinas, impedindo a accdo das descarboxilases dos

aminoacidos na Enterobacter aerogenes [S. Burt, 2004].

1.6.6 Terpineno
O y-Terpineno nao antagoniza o crescimento da Salmonella typhimurium, enquanto o a-

terpineno inibe 11 das 25 espécies bacterianas estudadas [Burt, 2004].

1.7 Sinergismo e antagonismo entre os componentes dos oleos

essenciais

Em relacado as propriedades bioldgicas, tem que se ter em conta que os 6leos essenciais
sdo misturas complexas de numerosas moléculas, e pode-se questionar se os seus efeitos
bioldgicos sdo resultado de sinergismo entre as moléculas ou se sdo apenas devido aos
componentes principais presentes em elevadas concentragées, segundo a analise
cromatografica [Bakkali et al., 2008].

Normalmente, os componentes maioritarios reflectem bastante bem as caracteristicas
biofisicas e biologicas dos o6leos essenciais a partir dos quais foram isolados, a amplitude dos
seus efeitos é dependente das suas concentracdes quando testados isolados ou incorporados
nos oleos essenciais [Bakkali et al., 2008].

Deste modo, as funcdes sinérgicas das varias moléculas contidas nos 6leos essenciais, em
comparacdo com a accdo de um ou dois componentes principais do o6leo, parecem
questionaveis. No entanto, é possivel que a actividade destes componentes principais seja
modulada por outras moléculas minoritarias. Para além disso, é provavel que varios
componentes dos 6leos essenciais desempenhem um papel na definicao da fragrancia, da
densidade, da textura, da cor e, acima de tudo, a entrada nas células, atraccao lipofilica ou
hidrofilica, fixacao nas paredes e membranas celulares e distribuicdo celular. Esta Ultima
caracteristica € muito importante porque a distribuicdo do dleo na célula determina os
diferentes tipos de reaccOes radicais produzidas, dependendo da sua compartimentacao na
célula. Nesse sentido, para fins biologicos, € mais importante estudar um éleo inteiro em vez
de alguns dos seus componentes, porque o conceito de sinergismo parece ser mais
significativo [Bakkali et al., 2008].

A actividade inerente a um dleo pode estar relacionada com a configuracdao quimica dos
componentes, as proporcoes em que estao presentes e as interaccoes entre eles. Um efeito
aditivo é observado quando o efeito combinado ¢ igual a soma dos efeitos individuais. O

antagonismo é observado quando o efeito de um ou ambos os componentes € menor quando
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sao aplicados em conjunto, do que aplicados individualmente. O sinergismo acontece quando
o efeito da combinacdo dos componentes ¢ maior do que a soma dos efeitos individuais.
Alguns estudos concluiram que o oleo essencial inteiro tem uma maior actividade
antibacteriana que os componentes maioritarios misturados, o que sugere que os
componentes minoritarios sdo importantes para a actividade e podem ter um efeito sinérgico

ou influéncia potenciadora [Burt, 2004].

1.8 Métodos para avaliacao da actividade antibacteriana

Actualmente existem diversas técnicas de screening para definir se o extracto de uma
determinada planta possui actividade antimicrobiana, desde as mais simples, que podem ser
realizadas rotineiramente, até as mais sofisticadas, que muitas vezes se tornam indisponiveis
em alguns laboratorios. Apesar disso, ha poucos estudos que relatam qual o melhor método
de screening a ser utilizado de acordo com o tipo de extracto a ser testado, mesmo no que se
refere as técnicas mais simples [Alves et al., 2008].

Os métodos mais conhecidos incluem o método de difusao em agar e o método de diluicao
em caldo (macrodiluicao e microdiluicao) [Ostrosky et al., 2008].

A actividade antimicrobiana de extractos vegetais é avaliada através da determinacao de
uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo a ser testado; esse valor é conhecido como Concentracao Minima Inibitoria
(CMI). Um aspecto bastante relevante na determinacdo da CMI de extractos vegetais é a
preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos, microbiologicos e legais relativos aos
compostos naturais ou as suas combinacdes [Ostrosky et al., 2008].

Diversas modificacdes ja foram realizadas nas metodologias de screening a fim de se obter
resultados mais confiaveis, uma vez que alguns factores, tais como composicao do meio de
cultura, microrganismos testados, método de extraccdo, pH e solubilidade das amostras no
meio de cultura, podem alterar os resultados, sendo dificil, portanto, padronizar um

procedimento [Alves et al., 2008].

1.8.1 Métodos de difusdao em agar

O teste de difusao em agar, também chamado de difusdao em placas, € um método fisico,
no qual um microrganismo € testado contra uma substancia biologicamente activa em meio de
cultura sélido, relacionando o tamanho da zona de inibicao de crescimento do microrganismo
estudado com a concentracao da substancia ensaiada [Ostrosky et al., 2008].

Quando se utiliza o método de difusdo varios factores podem tornar-se fontes de erros,
tais como: composicao e espessura do meio de cultura, preparacao incorrecta do meio de
cultura, densidade incorrecta do inoculo, uso de swab com excesso de caldo para inoculacao
das placas, temperatura e tempo de incubacdao inadequados, interaccbes entre o
antimicrobiano e o meio de cultura, leitura prematura, erro na medida das zonas de inibicao

ou uso de culturas mistas ou contaminadas [Alves et al., 2008].
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A aplicacdo do método de difusdo limita-se a microrganismos de crescimento rapido,
(aerdbios ou aerobios facultativos). A avaliacdo é efectuada comparativamente a um padrao
de referéncia (controlo positivo). A zona ou halo de inibicdo de crescimento é medida
partindo da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos. De acordo com a dimensao do halo os microrganismos podem ser
classificados como:

v Sensiveis, quando o diametro do halo de inibicdo é maior ou igual que o halo do
controlo positivo;

v' Moderadamente sensiveis, o halo de inibicdo € maior que 2 mm, mas menor em =

3 mm, em relacao ao controlo positivo;
v Resistentes, o diametro do halo de inibicdo € igual ou menor que 2 mm [Ostrosky
et al., 2008].
Como controlo positivo, aplica-se um quimioterapéutico padrao, e como controlo negativo
a solucao utilizada para a dissolucao dos extractos [Ostrosky et al., 2008].
As condicdes de incubacao recomendadas sao temperatura de 35-37 °C, durante 24 a 48
horas para bactérias, e de 25 a 27 °C durante 48 a 72 horas para fungos. As técnicas de
aplicacao da substancia antimicrobiana no método de difusao sao por meio de disco, cilindros

de aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar [Ostrosky et al., 2008].

1.8.1.1Teste de difusao em disco

O teste de difusdao em disco é aceite pelo FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padrao pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) antes
designado NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). O teste de difusao
em disco sugerido consiste na aplicacao de 10 pL da solucdo de agente antimicrobiano em
discos de papel de filtro estéreis de 6 mm de diametro, nas diferentes concentracdes a serem
testadas [Ostrosky et al., 2008].

A metodologia consiste em colocar os discos sobre o meio de cultura sélido previamente
inoculado em placas de Petri com diferentes concentracdes microbianas, 10® UFC (Unidade
Formadora de colénia por mL) para bactérias, 10® UFC/mL para leveduras e 104/mL para
esporulados. A disposicao dos discos deve ser feita de maneira a que a sua distancia até a
periferia da placa seja maior que 15 mm e de modo a nao sobrepor as zonas de inibicao. O pH
do meio de cultura deve estar entre 7,2 e 7,4, e a espessura do agar recomendada é de

aproximadamente 4 mm [Ostrosky et al., 2008].
1.8.1.2Cilindros de aco inoxidavel

Esta técnica de aplicacdo envolve cilindros de aco inoxidavel no meio de cultura

solidificado e inoculado e a adicao da solucao em estudo nos cilindros [Ostrosky et al., 2008].
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1.8.1.3Perfuracao em agar
Na técnica de perfuracdao em agar, a remocao do meio de cultura sélido é realizada com
auxilio de cilindros de 6-8 mm de diametro para a formacao de pocos, nos quais € possivel

aplicacao das substancias a serem analisadas [Ostrosky et al., 2008].

1.8.2 Método de diluicao em caldo

Actualmente, o método de diluicao é usado para determinar a concentracao minima de um
agente necessaria para inibir ou matar um microrganismo (CMI). Os procedimentos para
determinar a actividade inibitoria podem ser realizados tanto pelas técnicas de diluicdo em
caldo como em agar [Alves et al., 2008].

0 método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de crescimento do
microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada. A
avaliacao é comparada frente a um padrao biologico de referéncia. Entende-se por proporcao
a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano [Ostrosky et al., 2008].

Os agentes antimicrobianos sao geralmente testados em diluicbes consecutivas, e a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento de um organismo é considerada como a
Concentracao Minima Inibitéria (CMI). As CMI’s sao consideradas excelentes ferramentas para
determinar a susceptibilidade dos organismos aos antimicrobianos [Alves et al., 2008].

N&o existe um consenso sobre o nivel de inibicao aceitavel para produtos naturais quando
comparados com antibioticos padroes, tanto que alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibioticos, enquanto outros consideram com bom potencial
mesmo aqueles com niveis de inibicdes superiores [Duarte et al., 2006].

Assim, prop0s-se uma classificacdo para materiais vegetais com base nos resultados de
MIC, considerando como:

v' forte inibicdo - MIC até 500 pg/mL;
v' inibicdo moderada - MIC entre 600 e 1500 pug/mL;
v' fraca inibicdo - MIC acima de 1600 pg/mL [Duarte et al., 2006].

A actividade bactericida também pode ser determinada pelos métodos das diluicbes em

caldo. A Concentracdao Minima Bactericida (CMB). A concentracdo minima bactericida (CMB) é
a menor concentracdo necessaria de antibidtico/farmaco que mata a maioria (99,9%) dos
microrganismos do inoculo original num determinado tempo (apds incubacdo durante 18-24h)
[Barry et al., 1999].

0O método fornece resultados quantitativos e nao é influenciado pela velocidade de
crescimento dos microrganismos. A sua desvantagem é a dificuldade na deteccdo de
contaminacao no caso de teste de materiais clinicos e quando os agentes antimicrobianos a
serem testados sao pouco solUveis em solucdo aquosa (no caso da maioria dos oleos
essenciais). Como controlo positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapéutico padrao com a
suspensao padronizada de microrganismo em teste, e como controlo negativo utiliza-se o

meio de cultura com o solvente usado na dissolucdo da amostra e a suspensao microbiana.
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Duas metodologias podem ser aplicadas: macrodiluicao e microdiluicao [Ostrosky et al.,
2008].

Os factores primarios que influenciam nos valores de CIM no método de diluicdo em caldo
sdo 0os mesmos tanto para a técnica de macrodiluicdo como para a de microdiluicdo, ou seja,
a sensibilidade do organismo, o diluente utilizado, o estagio e a taxa de crescimento
bacteriano [Alves et al., 2008].

1.8.2.1 Macrodiluicao

A macrodiluicdo envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de cultura
variando entre 1 e 10 mL. Por ser trabalhoso, consumir muito tempo, requerer muito espaco
no laboratorio e gerar grande quantidade de residuos é usado um pequeno numero de réplicas
[Ostrosky et al., 2008].

A metodologia é realizada em tubos de ensaio com tampas de rosca ligeiramente soltas,
tampas de metal, de plastico ou tampoes de algoddo. Preparam-se volumetricamente as
diluicées finais 1:2 (v/v) do agente antimicrobiano a testar em caldo. O volume minimo final
necessario para cada solucao é de 1 ml. Visto que havera uma diluicdo de 1:2 dos agentes
quando for acrescentado um volume equivalente de inoculo, as diluicées de antimicrobiano
sdo preparadas, com frequéncia, no dobro da concentracdo final desejada. Ou seja, isto vai
resultar numa diluicao de 1:2 de cada concentracao de antimicrobiano e uma diluicao de 1:2
do inoculo [Ferraro et al., 2003].

O tempo e as temperaturas de incubacao variam de acordo com o tipo de microrganismo a
ser testado. Normalmente, usa-se uma temperatura de 36 °C + 1 °C, durante 18-24 h para os
microrganismos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp [Alves et al., 2008].

Apos incubacdo examinam-se os tubos de ensaio e determinam-se a CMI e a CMB. A CMl e a
CMB podem ser detectadas a “olho nu” ou através de aparelhos baseados em leitura optica
[Alves et al., 2008]. A quantidade de crescimento nos tubos contendo o antibidtico deve ser
comparada com a quantidade de crescimento nos tubos de controlo de crescimento (sem
antibidtico), usada em cada conjunto de testes. Para que o teste seja considerado valido, é
necessario que haja crescimento (> 2mm turbidez definitiva) no poco de controlo positivo
[Ferraro et al., 2003].

1.8.2.2 Microdiluicao

A técnica de microdiluicio em caldo é uma adaptacdo da macrodiluicio em caldo. E
denominada assim, porque envolve o uso de pequenos volumes de caldo (entre 0,1 e 0,2 mL)
colocados em placas de plastico estéreis de 80, 96 ou mais pocos de fundo redondo ou cénico,
proprias para microdiluicdo. As placas de microdiluicao inoculadas devem ser incubadas a 35
°C por 16-24 h, com no maximo quatro placas em cada pilha, a fim de manter a mesma
temperatura de incubacao para todas as culturas [Alves et al., 2008].

Utilizou-se a técnica de diluicao em microplacas para verificar a actividade antimicrobiana

em extractos vegetais e observou-se inconvenientes na técnica, tais como células de alguns
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microrganismos que se aderiam a base do poco, enquanto as de outros permaneciam em
suspensdao. Contudo, concluiu-se que o método de microplacas € barato, tem
reprodutibilidade, é 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, requer
pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande nimero de amostras e deixa um

registo permanente [Ostrosky et al., 2008].

1.8.3 Método de efeito do vapor do 6leo essencial

Esta técnica consiste em verificar se o vapor do oleo essencial tem efeito antimicrobiano
contra um determinado microrganismo. Este teste é feito em placas com meio agar inoculado
com o microrganismo a testar. Basicamente coloca-se uma determinada quantidade de oleo
no centro da tampa da placa, e incuba-se a mesma invertida a 37°C durante 24h. Pode-se
também utilizar discos de papel estéreis, saturados com 6leo, que sdo colocados igualmente
no centro da tampa da placa para se verificar tal efeito. A distancia entre a amostra de 6leo

e o agar deve ser de = 1 cm [Lisin et al., 1999].

1.8.4 Teste da Resazurina

0 teste da Resazurina tem sido utilizado desde a década de 50 para avaliar contaminacdo
por bactérias ou fungos em fluidos biolégicos e leite. Resazurina é o nome original para
Alamar Blue, antes de ter sido utilizada para proliferacao celular in vitro em mamiferos. Ha
uma correlacao directa entre a reducao da Resazurina no meio de crescimento e a
quantidade/proliferacao de células viaveis, variando de bactérias a células de mamiferos.
Neste teste da-se a reducdo da resazurina (azul) a resorufina (rosa) e depois a dehidro-

resorufina (incolor) [O'Brien et al., 2000].

(0)
|
N* N
(0] OH 0 OH
Resazurina Resorufina

Figura 1.8 - Estruturas da Resazurina (forma oxidada) e Resorufina (forma
reduzida) [Adaptada de: O’Brien et al., 2000].

E preparada em NaCl e esterilizada (filtrada); pode ser guardada a 4°C durante 1 semana
[Palomino et al., 2002].

Uma mudanca de cor azul (estado oxidado) para rosa (estado reduzido) indica crescimento
bacteriano e a concentracado minima inibitoria (CMI) foi definida como a concentracdo mais

baixa de antibacteriano que impede esta mudanca de cor [Montoro et al., 2005].
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1.9 Factores que interferem nos métodos

Tém-se desenvolvido métodos de investigacdo in vitro que produzam resultados confiaveis
e possam ser reproduzidos e validados. Contudo, essa tarefa tem sido dificultada pelas
peculiaridades que os o6leos apresentam, caracteristicas que interferem significativamente
nos resultados. Por isso, em testes de susceptibilidade microbiana, deve-se levar em
consideracao a técnica usada, o meio de cultura, o(s) microrganismo(s) e o 6leo essencial
testados [Nascimento et al., 2007].

As substancias normalmente testadas pelos métodos propostos pelo NCCLS (actualmente
designado por Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) tém natureza hidrofilica e os
testes sdo padronizados para esta condicdo. Nos ensaios com oOleos essenciais, deve-se
considerar que os 6leos sao volateis, insolliveis em agua, viscosos e complexos. Além disso,
podem formar uma suspensao turva que impede a determinacdo visual da eficacia
antimicrobiana do dleo, devido a interferéncia da dissolucao insuficiente dos componentes
testados, sendo assim, a falta de padronizacao dos testes de susceptibilidade antimicrobiana
tem sido um dos empecilhos encontrados para a realizacao desse tipo de estudo [Nascimento
et al., 2007].

Tais dificuldades tornam os resultados disponiveis na literatura dificeis de comparar. Por
outro lado, os métodos usados diferem largamente e factores importantes que influenciam os
resultados sao frequentemente negligenciados [Nascimento et al., 2007].

Assim, diversos sao os factores que afectam a susceptibilidade do método de difusao e de
diluicdo, ha assim, a necessidade do conhecimento das condices experimentais e
padronizacao rigorosa na execucao do teste. Os aspectos importantes a serem considerados
sao [Ostrosky et al., 2008]:

1.9.1 Meios de cultura

Os meios de cultura devem proporcionar um crescimento adequado dos organismos a
serem estudados e nao conter substancias antagonicas a actividade antimicrobiana em
estudo. No método de difusao a concentracdo do agar e a sua origem podem influenciar os
resultados dos ensaios. Entre os meios de cultura utilizados para teste de susceptibilidade de
bactérias, o Miller-Hinton é o mais citado, contudo ha outros meios bastante utilizados como
o de caseina soja (TSA e TSB) e o meio liquido Luria-Bertani [Ostrosky et al., 2008].

Recomenda-se o caldo de Miller-Hinton como meio de primeira escolha para testes de
sensibilidade de organismos facultativos ou organismos aerdbios de crescimento rapido. O
caldo Mueller-Hinton apresenta uma boa reprodutibilidade nos testes de sensibilidade; possui
baixos teores de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e tetraciclina; e produz crescimento
satisfatorio da maioria dos patogenos. Além disso, ha uma grande recolha de dados e
experiéncias sobre testes realizados com este meio. Além disso, o caldo de Mueller-Hinton
pode ser suplementado para suportar o crescimento de bactérias fastidiosas [Ferraro et al.,
2003].
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Ha substancias no meio de cultura que influenciam a susceptibilidade do teste, como a
timidina que antagoniza a actividade de sulfonamidas e trimetroprinas, conduzindo a um
resultado falso de resisténcia a tais agentes. Se o meio contiver altas concentracdes de
timidina, pode-se adicionar sangue lisado de cavalo ou timidina fosforilada para remover a
timidina livre. O catido monovalente Na® aumenta a actividade de bacitracina, acido fusidico
e novobiocina contra Staphylococcus spp e da penicilina contra Proteus spp. Catides
bivalentes tais como Mg?* e Ca’" reduzem a actividade de aminoglicosideos e polimixinas
contra Pseudomonas spp e da tetraciclina contra uma série de organismos [Ostrosky et al.,
2008].

1.9.2 pH

0 pH do sistema deve ser compativel com o crescimento microbiano, com a actividade e a
estabilidade das substancias testadas. O aumento da acidez do meio diminui a actividade
antibacteriana de substancias basicas como a estreptomicina, e por outro lado, provoca o
aumento da actividade de substancias acidas como a penicilina. A atmosfera com
concentracao de CO, elevada deve ser evitada, ja que altera o pH da superficie, sendo entao

capaz de afectar a actividade antimicrobiana de alguns agentes [Ostrosky et al., 2008].

1.9.3 Disponibilidade de oxigénio

Conforme o metabolismo do microrganismo a estudar, aerobios, anaerobios ou
facultativos, as condicoes de disponibilidade deste gas podem influenciar na sua
multiplicacao. Nos trabalhos desenvolvidos para a determinacdo da actividade da
estreptomicina utilizando Staphylococcus aureus, por diluicao em tubos, verificou-se que

houve pouca influéncia da disponibilidade de oxigénio [Ostrosky et al., 2008].

1.9.4 Inoculo

A susceptibilidade dos agentes antimicrobianos é dependente da quantidade do inoculo. A
padronizacao deste € entao necessaria e a quantidade inoculada devera ser estabelecida para
cada método desenvolvido. No teste de susceptibilidade de meticilina contra Staphylococcus,
este padrao deve ser de 10° UFC/mL. Para os testes de diluicdo em caldo, o padrao é de 10°
UFC/mL no inicio do periodo de incubacao [Ostrosky et al., 2008].

A preparacao do inoculo os métodos de diluicao e difusdo deve ser feita a partir de 4 ou 5
coldnias da cultura pura do microrganismo a ser estudado. O padrao de leitura 0,5 na escala
McFarland fornece densidade de aproximadamente 10® UFC/mL. Alternativamente, o inoculo
pode ser ajustado fotometricamente ou por diluicdo padronizada do caldo nutriente, se a
densidade de tais culturas for razoavelmente constante. As placas devem ser inoculadas num
periodo maximo de 15 minutos apos a padronizacao do inoculo, para que a densidade celular
nao se altere (o ideal serd que cada tubo de ensaio ou placa de Petri contenha 5x10°> UFC/mL)
[Ostrosky et al., 2008].
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Os estudos da actividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, muitas vezes nao fornecem
detalhes sobre a quantidade, o tipo de microrganismo utilizado e o espectro desta actividade,
dificultando a sua reprodutibilidade e a comparacao de dados. Além disso, a escolha dos
microrganismos testados apresenta uma tendéncia para se utilizarem linhagens de diferentes
géneros, o que resulta numa variacao significativa entre o diametro dos halos de inibicao,
tornando dificil a comparacgao. Por isso, € sugerido que o teste da accao antimicrobiana dos
oleos essenciais seja realizado com isolados multiplos para cada espécie testada [Nascimento
et al., 2007].

1.9.5 Condicdes de incubacao

A incubacao dos microrganismos deve ser feita a 35-37 °C para o crescimento de bactérias
e 25 a 27 °C para fungos. No método de diluicdo, as condicées de crescimento dos
microrganismos nos tubos devem ser semelhantes, aplicando-se a mesma temperatura e
agitacao. No método de difusdo, as placas devem ser incubadas com o cuidado de se manter
uma temperatura homogénea na estufa. Condicdes alternativas s6 devem ser utilizadas se
forem essenciais para o crescimento do microrganismo em teste [Ostrosky et al., 2008].

No caso do método de microdiluicdo, para manter a temperatura de incubacdo constante
para todas as culturas, sé devera haver quatro placas de microdiluicao em cada pilha [Ferraro
et al., 2003].

1.9.6 Oleo essencial e emulsionante utilizado

Em relacado as particularidades do o6leo, algumas pesquisas a respeito de sua composicao
mostram que mesmo variagoes genéticas intraespecificas da espécie vegetal podem alterar o
teor do principio activo presente no 6leo. Ademais, outros factores, como clima, solo, época
e forma de plantacdo, adubacdo, uso de agrotoxicos, irrigacdo, tempo e condicoes
ambientais, proveniéncia do material da planta (fresco ou seco), técnica de extraccao, fonte
botanica, colheita e padroes de variacdo geografica (latitudes e longitudes) afectam a
composicao quimica dos oleos, podendo provocar alteragées na actividade antimicrobiana
[Nascimento et al., 2007].

Varios estudos tém confirmado a influéncia dos factores acima citados como
determinantes na accao antimicrobiana dos dleos essenciais. A actividade antimicrobiana de
um mesmo oleo pode ser, as vezes, bem diferente. O volume e a concentragdo dos 6leos sao
parametros que também devem ser observados na avaliacdo do efeito antimicrobiano, pois
podem afectar os resultados do teste. Por isso, nos estudos em que se utilizam pocos no meio
de cultura, é necessario que estes contenham um volume minimo de 6leo que possibilite a
visualizacao da inibicdo. Entretanto, a significancia dos volumes na descricao da actividade
antimicrobiana de um oleo essencial ndo é conhecida. Quando sao usados cilindros e discos de
diametros similares para o mesmo 6leo, sdo encontrados diametros de inibicdo iguais. Isto é

relevante porque a aplicacao de volumes difere largamente [Nascimento et al., 2007].
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Na técnica de difusdo em disco e em agar, a natureza hidrofoba da maioria dos o6leos
essenciais de plantas impede a difusao uniforme destas substancias através do meio contendo
agar. Outro problema observado é quando se utiliza a técnica de difusdo em agar, pois a
difusao irregular dos componentes lipofilicos dos 6leos resulta em concentracdes desiguais do
oleo no agar causando a formacdo de regides com actividade antimicrobiana variavel
[Nascimento et al., 2007].

Desta forma, acredita-se que os métodos disponiveis nao favorecem a padronizacdo e a
consequente reproducao de resultados que efectivamente expressem a realidade, sendo, por
isso, incapazes de comparar directamente a verdadeira actividade dos oleos. Visando
melhorar a qualidade dos procedimentos com dleos essenciais, tornou-se comum a utilizacao
de solventes, detergentes, ou agentes emulsionantes, por exemplo, Tween 20, Tween 80,
DMSO (dimetilsulfoxido) e etanol, para facilitar a dispersao dos mesmos através do meio de
cultura. As propriedades fisicas e quimicas desses agentes sao importantes para auxiliar na
visualizacdo da actividade antimicrobiana dos oleos, no entanto, deve-se levar em
consideracdo que ao se introduzir um agente emulsionante, este esta sujeito a possiveis
interaccoes com a substancia em teste, bem como, possuir actividade antimicrobiana. Esses
efeitos podem ser acentuados [Nascimento et al., 2007].

A interferéncia do agente emulsionante na susceptibilidade da bactéria ao oleo essencial
pode ser explicada pela possivel influéncia que este exerce sobre o crescimento bacteriano
e/ou sobre a permeabilidade da membrana celular. Os emulsionantes podem agir antagonica
ou sinergicamente aos componentes activos do oleo. Altas concentracées de Tween, por
exemplo, podem aumentar a actividade antibacteriana produzindo resultados falso-positivos
ou reduzir a bioactividade do oleo, este ultimo &, possivelmente, causado pela formacao de
micelas que dificultariam o contacto directo do 6leo com os microrganismos. Para minimizar
esses efeitos, alguns autores propuseram que os emulsionantes Tween 20, Tween 80 e outros,
sejam utilizados em concentracoes que variem entre 0.5 a 20% em solucdo com odleo.
Especificamente para o Tween 80, recomenda-se a concentracao de 0,02% com o objectivo de
padronizar o método de diluicio em caldo para a determinagdo da concentracdo minima
inibitoria - CMI, estando os valores desta relacionados ao agente emulsionante usado
[Nascimento et al., 2007].

Na técnica de difusdo em disco e em agar a vantagem é limitada a geracdo de dados
preliminares fornecendo, somente, dados qualitativos, devido a natureza hidrofoba da
maioria dos 6leos essenciais de plantas, uma vez que essa caracteristica impede a difusao
uniforme destas substancias através do meio contendo agar [Nascimento et al., 2007].

Segundo Alves et al. (2008), a técnica dos pocos (cavidades cilindricas) mostra ser mais
satisfatoria para a deteccdo da actividade antibacteriana do que a técnica dos discos, visto
proporcionar uma maior facilidade de contacto entre as amostras e os microrganismos
testados.

Contudo, acredita-se que os métodos disponiveis nao favorecem a padronizacdo e a

consequente reproducao de resultados que efectivamente expressem a realidade, sendo, por

31



Eunice Baltazar Pombo

isso, incapazes de comparar directamente a verdadeira actividade dos 6leos [Nascimento et

al., 2007].

1.10 Recursos utilizados para melhoria da leitura do diametro

do halo de inibicao no método de difusdao em agar

A espessura e a uniformidade do agar sao essenciais para a boa resolucao dos resultados.
Deve-se controlar rigorosamente o volume de agar transferido para a placa de Petri, e 0 meio
de cultura deve ser distribuido de modo a evitar formacao de estrias superficiais e bolhas.
Quando ocorrem halos de pequenas dimensdes, o recurso utilizado é a diminuicdo do volume
do meio, o que leva a diminuicdo a espessura do meio na placa. A pré-incubacao é utilizada
quando se visa diminuir a dimensdo do halo e a pré-difusdao para aumentar a zona de inibicao
[Ostrosky et al., 2008].

1.11 Microrganismos

Quando a vida surgiu na Terra ha cerca de 4 bilides de anos atras, os primeiros tipos de
células a desenvolverem-se foram células procarioticas. Durante aproximadamente 2 bilides
de anos este tipo de células foi a Unica forma de vida na Terra [Todar, 2011].

As bactérias sao organismos unicelulares que nao se desenvolvem ou diferenciam em
formas multicelulares. Muitas bactérias crescem em filamentos ou massas celulares, mas cada
célula na colénia é idéntica as outras e capaz de existir independentemente. Pertencem ao
Dominio Bactéria, Reino Monera, apresentando células procariotas e devido ao facto de
conseguirem suportar elevadas pressdes osmoticas, elevadas temperaturas e pH elevado,
podem ser encontradas em todos os meios, ou seja, no ar, na agua, no solo ou até mesmo no
interior de organismos [Todar, 2011].

As bactérias fazem parte de um grupo de microrganismos unicelulares com configuracao
celular procariotica. O material genético (DNA) das células procaridticas esta em contacto
com o citoplasma das células. Nao ha membrana nuclear, sendo esta a principal caracteristica
das células eucarioticas. Até ha pouco tempo, as bactérias eram o Unico tipo de células
procarioticas. Na década de 1980, com o desenvolvimento de técnicas moleculares aplicadas
a filogenia da vida, outro grupo foi definido e informalmente chamado “archaebacteria”. Este
grupo foi depois redefinido como Archaea e colocado ao mesmo nivel que os dominios
Bacteria e Eucarya [Todar, 2011].

Do ponto de vista metabdlico, os procariotas sdo extraordinariamente diversos, e exibem
varios tipos de metabolismo como fixacdo de azoto, metanogénese, producao de energia e
até fotossintese [Todar, 2011].

A vida das plantas e dos animais esta dependente da actividade de células bacterianas.
Estas entram em varias relacoes de simbiose que normalmente beneficiam os dois organismos,

no entanto, algumas bactérias sao agentes que provocam doencas [Todar, 2011].
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As actividades metabdlicas dos procariotas tém um enorme impacto na fertilidade dos
solos, o que pode afectar a agricultura e as colheitas. No ambiente global, sao essenciais para
conduzir os ciclos dos elementos que compbéem os sistemas de vida, como o carbono,
oxigénio, azoto. As bactérias podem ser usadas para criar resisténcia as doencas nas plantas,
assim como os produtos bacterianos podem ser utilizados para combater doencas infecciosas
ou constituir componentes de vacinas para prevencao. Assim, apesar de muitas das espécies

de bactérias serem patogénicas, muitas delas sdo imprescindiveis [Todar, 2011].

=>» Diferenca entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Nas bactérias Gram-positivas (aquelas que retém o corante violeta de cristal, quando
sujeitas a coloracdo de Gram), a parede celular é espessa (15 a 80 nm) e consiste em varias
camadas de peptidoglicanos. Na perpendicular aos peptidoglicanos encontra-se um grupo de
moléculas chamadas acidos teicdicos que sao as Unicas na parede celular das bactérias Gram-
positivas (Figura 1.9) [Todar, 2011].

A parede celular
consiste em camadas
finas de peptidoglicanos.

Membrana
plasmatica

Fosfolipidos

Proteina

Lipoproteina

Figura 1.9 - Esquematizacdo da parede celular de uma Bactéria Gram-
positiva. (consultada em http://pt.scribd.com/doc/2182053/Bacterias a
29 de Maio de 2010).

Nas bactérias Gram-negativas (que nao retém o corante violeta de cristal), a parede
celular é relativamente fina (10 nm), composta por uma Unica camada de peptidoglicanos
rodeados por uma estrutura membranosa chamada membrana externa. Esta contém um Unico
componente, lipopolissacarido (LPS) que é toxico para os animais. A membrana externa é

normalmente considerada como parte da parede celular (Figura 1.10) [Todar, 2011].
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Proteina

Fosfolipidos

Camada fina exterior
de lipoproteinas e
lipopolissacaridos

Peptidoglicanos

Il I.

Membrana
plasmatica

Lipoproteinas

Figura 1.10 - Esquematizacao da parede celular de uma bactéria Gram-
negativa (Consultada em http://pt.scribd.com/doc/2182053/Bacterias a
29 de Maio de 2010).

1.11.1 Staphylococcus aureus

Staphylococci sao bactérias
perfeitamente esféricas com cerca de 1
micrometro de diametro e Gram-positivas,
que aparecem em cachos semelhantes aos
de uvas. Em 1884, Rosenbach descreveu os
dois tipos de colonias pigmentadas e propos

a nomenclatura apropriada: Staphylococcus

aureus (amarela) e Staphylococcus albus
Figura 1.11 - Staphylococcus aureus (em “Online . L
(branca). Mais de 20 espécies de

textbook of Baceriology”, Kenneth Todar, 2011).

Staphylococcus estao descritas no Manual
de Bergey (2001), mas apenas a Staphylococcus aureus e a Staphylococcus epidermidis sao
significantes pelas suas interaccoées com os humanos [Todar, 2011].

A Staphylococcus aureus coloniza principalmente as vias nasais, mas pode ser encontrada
regularmente noutros locais como a pele, cavidade oral e tracto gastrointestinal [Todar,
2011].

A S. aureus forma grandes coldnias amarelas em meio de cultura rico, é sempre hemolitica
em agar-sangue. E uma bactéria anaerdbia facultativa que cresce por respiracao aerobia ou
fermentacdo que produz principalmente acido lactico. A bactéria é catalase-positiva,
oxidase-negativa e quase todas as suas cadeias produzem a enzima coagulase. Pode crescer a
temperaturas entre os 15 e 45 graus e em concentra¢des de NaCl tao altas quanto 15% e deve

ser sempre considerada como potencial patégeno [Todar, 2011].
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A forma e configuracao destas bactérias Gram-positivas permitem distingui-las de outras
pois apresentam-se como células ligeiramente oblongas, organizadas em cadeias que podem
ser consideradas semelhantes a bacilos [Todar, 2011].

A Staphylococcus aureus causa uma variedade
de infeccoes e intoxicacdes em humanos: lesoes
superficiais na pele como bolhas e furinculos;
infeccoes mais graves como pneumonia, mastite,
plebite, meningite e infecgdes no tracto urinario; e
infeccoes profundas como osteomielite e
endocardite. Esta bactéria é a maior causa de

infeccoes nosocomiais (adquiridas em hospitais) e

infeccoes associadas com materiais médicos
invasivos. Também pode causar intoxicacoes Figura 1.12 - Staphylococcus aureus com
alimentares pela libertacao de enterotoxinas na

coloracao de Gram (em “Online textbook
comida, e ainda sindrome de choque tOXicO  of Baceriology”, Kenneth Todar, 2011).
através da libertacdo de superantigénios para a
corrente sanguinea [Todar, 2011].

As cadeias de S.aureus existentes em hospitais sao normalmente resistentes a uma
variedade de antibioticos. A bactéria desenvolve esta resisténcia através de mutacdes nos
genes cromossomais seguidas de seleccao de cadeias resistentes, e obtencao de genes de

resisténcia [Todar, 2011].

1.11.2 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € um membro da classe Gamma Proteobacteria do Dominio
Bacteria. Sao bacilos (com cerca de 0.5 to 0.8
pm por 1.5 to 3.0 pm) Gram-negativos, aerobios
pertencentes a familia Pseudomonadaceae.
Quase todas as cepas sao moveis por meio de um
Unico flagelo polar. A Pseudomonas aerugionosa
é a espécie-tipo do seu grupo, que contém
outros 12 membros [Todar, 2011].

E uma bactéria independente, normalmente

J encontrada na agua e no solo. No entanto,

aparece regularmente nas superficies de
Figura 1.13 - Bacilos de Pseudomonas

. . lantas e ocasionalmente em superficies de
aeruginosa (em  “Online  textbook  of P P

Baceriology”, Kenneth Todar, 2011). animais. Membros deste género sao bem
conhecidos em estudos de microbiologia, pois

este é um dos poucos grupos de bactérias que sao patogénicos para as plantas. Também tem
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vindo a ser cada vez mais reconhecido como um patogeno de relevancia clinica, causador de
infeccbes nosocomiais, o que indica um aumento da resisténcia da bactéria a antibioticos
[Todar, 2011].

A bactéria tem um metabolismo que é respiratdrio e nunca fermentativo, mas cresce na
auséncia de O,, se houver NO, disponivel como receptor de electrdes respiratorios. E também
uma das bactérias mais fortes e que mais rapidamente se desloca, exigindo uma nutricao
muito simples. No laboratoério, o meio de cultura mais simples, constituido por acetato como
fonte de carbono e sulfato de amonio como fonte de azoto, é capaz de fazer crescer esta
bactéria. A temperatura optima para o seu crescimento é 37 graus, mas tem a capacidade de
crescer a temperaturas tdo altas como 42 graus. E resistente a altas concentracdes de sal e
corante, anti-sépticos fracos e muitos antibioticos frequentemente utilizados [Todar, 2011].

Os isolados de P. aeruginosa podem produzir 3 tipos de coldnias: isolados naturais de agua
ou solo produzem colénias pequenas e irregulares; amostras clinicas, geralmente produzem
dois tipos de coldonias mais regulares. Um tipo apresenta colénias com aparéncia regular,
grande e um ligeiro relevo; o outro apresenta colonias com aparéncia mucoide, atribuida a
producao de alginato (obtido de secrecdes do tracto urinario e respiratorio). Presume-se que
as colonias regulares e mucoides desempenham um papel na colonizacéo e viruléncia [Todar,
2011].

A Pseudomonas aeruginosa produz dois tipos
de  pigmentos  sollveis, o pigmento
fluorescente pioverdina e o pigmento azul
piocianina. O dltimo ¢é caracteristico em
infeccbes supurativas causadas por esta
bactéria [Todar, 2011].

A Pseudomonas aeruginosa é notodria pela

sua resisténcia a antibioticos e é, por isso, um

Figura 1.14 - Colonias de Pseudomonas

patoégeno particularmente perigoso. A bactéria . ]
] ] aeruginosa em agar (em “Online textbook of
€ naturalmente resistente a muitos antibioticos

Baceriology”, Kenneth Todar, 2011).
devido a barreira de permeabilidade que a sua
membrana externa de gram-negativa oferece. Apenas alguns antibioticos sao eficazes contra
esta bactéria (ex: gentamicina), mas nao contra todas as cepas [Todar, 2011].

A Pseudomonas aeruginosa é um patdégeno oportunista, ou seja, tira partido de alguma
falha nas defesas do hospedeiro para iniciar uma infeccao. Quase nunca infecta tecidos com a
defesa intacta, no entanto ndao ha nenhum tecido com a defesa comprometida que nao
infecte de alguma maneira. Causa infeccdes no tracto urinario, sistema respiratorio, tecidos
moles, osso, articulacdes, sistema gastrointestinal, também causa dermatites e uma
variedade de infeccbes sistémicas, particularmente em doentes com queimaduras graves,
cancro e SIDA (sem sistema imunoldgico). A infeccao pela Pseudomonas aeruginosa € um
problema grave em doentes com cancro, fibrose cistica e queimaduras, de tal modo que

nestes doentes a taxa de mortalidade é cerca de 50% [Todar, 2011].
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1.11.3 Escherichia coli

Theodor Escherich foi o primeiro a descrever a

. E.coli em 1885, como Bacterium coli commune, a

o qual isolou de fezes de recém-nascidos. Foi mais

\ tarde designada como Escherichia coli, e por muitos

N . — d , P anos foi simplesmente considerada como um
o P organismo parasita do intestino grosso. Apenas em

( 1935, foi mostrado que uma cepa de E. coli era a

causa de um surto de infeccdes gastrointestinais em

criancas. O tracto gastrointestinal dos doentes é
Figura 1.15 - Bactéria E. coli 0157:H7

colonizado por E. coli algumas horas ou dias apods
imobilizada em agar (em “Online textbook

of Baceriology”, Kenneth Todar, 2011). 0 nascimento. A bactéria é ingerida em comidas

ou agua, ou obtida directamente de outros

individuos que lidam com a crianca. Pode persistir durante meses ou anos, depois de se ter
estabelecido na mucosa do intestino grosso [Todar, 2011].

A E. coli é a mais importante na familia Enterobacteriaceae, bactérias entéricas, que sao
anaerobias facultativas, Gram-negativas e vivem no tracto intestinal dos animais saudaveis ou
mesmo doentes [Todar, 2011].

Fisiologicamente, a E. coli é versatil e bem adaptada ao seu habitat caracteristico. Pode
crescer em meios com glucose, como Unico constituinte organico. O tipo selvagem desta
bactéria, metabolicamente pode transformar glucose em todos os componentes
macromoleculares que constituem a célula. A bactéria pode crescer na presenca ou auséncia
de 0,, sendo que em condicdes anaerobias cresce por meio de fermentacdo produzindo uma
mistura de acidos e gas como produtos finais. No entanto, também pode crescer por meio de
respiracdo anaerdbia, desde que possa utilizar NO;, NO, ou fumarato como aceitador de
electrées para os processos respiratorios de transporte de electrdes. Desta maneira, a E. coli
adapta-se ao seu meio anaerdbio no intestino e também a habitats exteriores [Todar, 2011].

A E. coli pode responder a sinais ambientais como quimicos, pH, temperatura,
osmolaridade de varias maneiras, considerando que é um organismo unicelular. Com os seus
mecanismos complexos para regulacdo do metabolismo, a bactéria pode procurar os
componentes quimicos no seu ambiente em vez de sintetizar as enzimas que os metabolizam
[Todar, 2011]

Esta bactéria existe no tracto intestinal humano e é um organismo facultativo
predominante, no entanto esta em pequena proporcao no total de conteldo bacteriano. A sua
presenca regular no intestino e fezes levou a que fosse utilizada como indicadora de poluicao
fecal e contaminacao da agua [Todar, 2011].

A E.coli é responsavel por trés tipos de infeccoes nos humanos: Infeccao no tracto

urinario, meningite neonatal e doencas intestinais (gastroenterites). As doencas vao depender
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da distribuicdo e expressdao de determinantes de viruléncia como adesinas, invasinas, toxinas

e capacidade para resistir as defesas do hospedeiro [Todar, 2011].

1.12 Susceptibilidade dos organismos Gram-positivos e Gram-

negativos aos 6leos essenciais:

Como ja foi referido, os 6leos essenciais e os seus componentes sao conhecidos por serem
activos contra uma ampla variedade de microrganismos, incluindo as bactérias Gram-
negativas e as bactérias Gram-positivas [Chung et al., 2007]. Os oleos essenciais sao
ligeiramente mais activos contra as bactérias Gram-positivas dos que as bactérias Gram-
negativas. E talvez de esperar que os organismos Gram-negativos sejam menos susceptiveis as
accoes antibacterianas, ja que possuem uma membrana externa em torno da parede celular,
o0 que restringe a difusdo de componentes hidrofobicos através do seu revestimento
lipopolissacarido. Os componentes individuais dos oleos essenciais exibem diferentes graus de
actividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e sabe-se que a composicao
quimica dos dleos essenciais a partir de uma espécie de planta particular pode variar de
acordo com a origem geografica e o periodo de colheita. E portanto possivel que a variacao
na composicao entre lotes de 6leos essenciais seja suficiente para causar uma variabilidade
no grau de susceptibilidade das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [Burt, 2004].

Das bactérias Gram-negativas, o género Pseudomonas, em particular a Pseudomonas

aeruginosa, parece ser a menos sensivel a accao dos 6leos essenciais [Burt, 2004].

1.13 Oleo essencial - Schinus molle

A familia Anacardiaceae é de ocorréncia pantropical, incluindo alguns representantes em
regides temperadas. Compreende aproximadamente 70 géneros e 600 espécies, muitas das
quais de importancia alimentar, como manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium
occidentale L.), seriguela (Spondias mombin L.) e pistachio (Pistacia vera L.). Sob o ponto de
vista médico, muitas espécies revelam-se de interesse ao causarem dermatites em individuos
susceptiveis, devido a catecdis presentes na resina secretada. Outras sdo empregadas
tradicionalmente como cicatrizante, estomaquico e antidiarréico, pela presenca de taninos e
oleo-resinas, a exemplo de caju-do-cerrado (Anacardium humile A. St.-Hil.), arendilva

(Myracrodruon urundeuva Allemao) e pimenteiro (Schinus molle L.) [Duarte et al., 2007].
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Schinus molle (aroeira-falsa), da familia
Anacardiaceae, ¢ também conhecida como
pimenta Californiana ou pimenta rosa, nativa da
América do Sul, mas foi introduzida para a
maioria das areas tropicais e subtropicais do
mundo assim como no Mediterraneo (Rhouma et
al., 2009).

E uma arvore persistente com folhagem caida,

3 a 15 m de altura; com tronco curto; copa

igualmente distribuida; madeira castanha

Figura 1.16 - Arvore Schinus molle [Adaptado - .
de- escura, com fissuras e descamada; forma-se

http://www.mikecruise.ch/Cote_azur/Menton/ uma resina pegajosa se O tronco esta
pages/Schinus%20molle.html (consultado em 5
de Junho de 2011)]. danificado [Orwa et al.,2009].

Amplamente distribuida no Rio Grande do
Sul, Schinus molle L. (Anacardiaceae) também conhecida como anacauita ou aroeira-mansa é
uma espécie heliofita e com caracteristicas xerofiticas, usualmente empregada em
paisagismo ou arborizacdo das ruas. E originaria do Peru e encontra-se como nativa no Brasil,
Uruguai, Argentina e outros paises da regiao Andina [Atti dos Santos et al., 2007].

Na Argentina aparece naturalmente desde o limite setentrional até ao Rio Negro. E uma
espécie rustica resistente a climas frios e secos. Era a arvore de azevinho da civilizacdo Inca e
originalmente era chamada por eles de “mulli”. A denominacao foi depois hispanizada para
molle. O seu fruto (baga), conhecido como pimenta rosa, é semelhante ao da pimenta branca
e tem um aroma e um sabor suave, ligeiramente picante (Padin et al., 2007).

As folhas (Figura 1.17) sao do tipo pinulada-impar, com 20 a
40 foliolos, lanceolada, margens inteiras ou denteadas. As flores
podem crescer até 30 cm de comprimento, tém pétalas de cerca
de 2 mm de comprimento; tém uma cor amarela e desenvolvem-
se para formar cachos com bagas cor-de-rosa. Estes frutos sao
pequenos arredondados e desenvolvem-se de verde para rosa e
depois para preto [Orwa et al., 2009]. A Schinus molle é uma
arvore muitas vezes utilizada em climas subtropicais para
paisagismo e utilizada pelos indigenas nos tropicos [Deveci et
al., 2010]. Floresce nos meses de Agosto a Novembro e a

maturacao dos frutos inicia-se no final do més de Dezembro até

Janeiro [Silva et al., 2005]. Figura 1.17 - Folha da

As suas folhas e frutos contém 6leos essenciais picantes que  Schinus molle [Adaptado de:
. . L ) http://ag.arizona.edu/pima/
sao bastante utilizados na medicina popular, sendo conhecida  gardening/aridplants/Schinus
na Costa Rica como “chile” ou “pimenta da Califérnia” [Atti —molle.html (consultado em 5

de Junho de 2011)].
dos Santos et al., 2007].
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Este oleo apresenta propriedades antimicrobianas, antifingicas, anti-inflamatérias,
antiespasmodicas, antipiréticas e cicatrizantes. A composicdo quimica do oleo essencial
consiste principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos, alguns sesquiterpenos e fendis.
No entanto, a composicdo quimica de plantas de mesma espécie ira depender de diversos
factores, tais como estado fenologico da planta, factores geograficos (localizacdo), ecologicos
(habitat), variabilidade genética (expressa através dos quimiotipos), processo de extraccao
empregado, entre outros [Atti dos Santos et al., 2007].

Tk e . PR X ez As frutas, folhas e a seiva do tronco
' (Figura 1.18) tém sido utilizadas pelas suas
propriedades anti-hipertensivas e diuréticas.
Estudos anteriores demonstraram que as
actividades de diferentes extractos destas
espécies incluem a de agente hipotensivo,

analgésico e depressor do sistema nervoso e

: oF basl gl antiespastico (Marzouk et al., 2006). Outros
4 élx, ot ,._';,"'L I ‘:v_-:_;'_f g,

Figura 1.18 - Tronco da Schinus molle [Adaptado estudos  farmacologicos  realizados com

de: , _ , , extractos de Schinus molle mostraram que
http://ag.arizona.edu/pima/gardening/aridplants

/Schinus_molle.html (consultado em 5 de Junho  esta planta tem propriedades antitumorais,
de 20111, antifingicas, antibacterianas, anti-
inflamatorias, analgésicas, antidepressivas, mas nao ha nenhuma evidéncia de qualquer efeito
contra fitopatégenos (Rhouma et al., 2009).

A pequena semente do fruto (Figura 1.19) é utilizada como especiaria, por entre as muitas
existentes, essencialmente, para acrescentar sabor e
refinamento aos pratos da culinaria universal. E também
usada como depurativo e para infeccoes uterinas. A
pimenta rosa é activadora da producdao de sangue na
medula dssea, portanto € anti-raquitica, actua também na
depuracao e purificacdo do organismo, é anti-vermifuga e
anti-inflamatoria. Acredita-se que o uso sob a forma de
cha entre 600 a 1000 mL por dia pode atenuar a
debilidade organica, trazer activacao glandular e muita
vitalidade [Silva et al., 2005].

Os principais componentes que foram isolados da S.

molle sao cetoacidos triterpendides. Um numero de Figura 1.19 - Fruto da arvore

mono-, sesqui- e triterpenos, flavonéides, taninas e Schinus molle —[Adaptado de:
http://ameliapalmela.webnode.co

acidos gordos tém sido identificados na S. molle. Um  m/products/schinus-molle/

. . ~ (consultado a 5 de Junho de
estudo mais recente levou ao isolamento de trés agentes 2011)]
anti-inflamatorios, dois sdo acidos triterpenodides e outro

uma biflavanona (Marzouk et al., 2006).
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Esta espécie sobressai por ser indiferente ao tipo de solo, com excepcao de solos com
muito calcario ou muita humidade. Pode suportar variadas condicoes climatéricas, €&
resistente a longos periodos de seca; reproduz-se facilmente e cresce rapidamente. A arvore
normalmente é mais usada como planta de decoracado paisagistica e o tronco produz uma
resina com propriedades que permitem que seja utilizada na producédo de vernizes [Mejia-Diaz
et al., 2007].

No entanto a arvore Schinus molle tem limites biofisiologicos que sdao os seguintes:
altitudes de 0 a 2400 ou 3900 m, temperaturas médias anuais de 15-20°C e precipitacao
média anual de 300-600 mm [Orwa et al., 2009].

Concentrado nas folhas e frutos encontra-se um 6leo essencial que é aplicado em remédios
caseiros contra manchas na cornea, assim como no tratamento de doencas venéreas e
problemas no sistema urinario e genital. A madeira da arvore (Figura 17) é usada como uma

infusao para diminuir inflamacoes e ajudar a curar Ulceras [Mejia-Diaz et al., 2007].

1.14 Antibioticos antibacterianos

O termo antibiotico foi criado por Waksman em 1942 para denominar todos os compostos
naturais produzidos por microrganismos, que inibem o crescimento microbiano ou que tém
efeito microbicida. Para serem usados na terapéutica estes compostos ndo devem ter efeitos
deletérios significativos sobre o hospedeiro infectado. Os antibidticos antibacterianos sao

produzidos por actinomicetes, fungos e bactérias [Sousa, 2006].

Fosfocing

D-cicloserina

Bacitracina
Vancomicina/Teicoplanina
B-Loctémicos

Polimixinas
Tiretricing
Gramicidina
Daptomicina

Rifampicina
Metronidazol

_ _ Quinolonas
Sintese proteica

Oxazolidonas Cloranfenicol
% ¢ Macrolidos
Ribossoma . ; Lincosamidas
: Estreptograminas
Mupirecina
PABA A Fusidico
SUFfonc:n"idcsl[ Aminoglicosideos Cefoli.do.s_
Trimethoprim ! Espectinomicing Evernimicina
PAS | Tetraciclinas
Dapsone | | Glicilciclinas

Figura 1.20 - Locais de accao dos diferentes grupos de antibioticos.

Os antibioticos antibacterianos tém um tropismo para a célula procariota, interactuando
com os respectivos alvos, exercendo a sua actividade bacteriostatica ou bactericida [Sousa,
2006].
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Os antibioticos aminoglicosidicos-aminoclitéis e os antibidticos B-lactamicos sao
considerados os principais agentes do armamentario terapéutico, utilizados, em monoterapia
ou em associacao, no tratamento das sepsis graves provocadas por bacilos Gram-negativos e
por cocos Gram-positivos. Constituem um grupo bastante heterogéneo quanto a sua
composicao quimica, propriedades antibacterianas e propriedades farmacologicas [Sousa,
2006].

As moléculas destes antibioticos tém em comum um anel aminociclitol, derivado do
inositol, unido a aclUcares aminados, através de ligacdes glicosidicas, devendo por isso
designar-se antibioticos aminoglicosideos-aminociclitdis. Podem obter-se por processos
naturais, a custa de culturas do género Streptomyces (estreptomicina, neomicina, canamicina
e amicacina) e do género Micronospora (gentamicina, sisomicina e netilmicina), sendo alguns
deles obtidos por sintese quimica a custa dos produtos naturais, com a introducdao de novos
radicais. A designacao inglesa dos aminoglicosideos-aminociclitéis tem a ver com a sua
origem, sendo que os antibioticos produzidos por Streptomyces terminam em -mycin (ex:
Streptomycin) e os derivados de Micronospora terminam em -micin (ex: Gentamicin) [Sousa,
2006].

Tém uma actividade acentuada contra S.aureus e contra bacilos Gram-negativos aerobios.
Os aminoglicosideos, dado o seu amplo espectro de actividade, tém sido utilizados em
monoterapia e no tratamento de infeccdes graves [Sousa, 2006].

Em resumo, os aminoglicosideos exibem as seguintes vantagens terapéuticas: estabilidade
metabdlica, rapida accédo bactericida, largo espectro de accdo antibacteriana, sinergismo com

os antibioticos beta-lactamicos e raros fenomenos de hipersensibilidade [Sousa, 2006].

1.14.1 Quimica dos aminoglicosideos-aminociclitois

Sao constituidos por 2 ou mais aglcares aminados unidos por ligacdes glicosidicas a um
nicleo aminociclitol, dai a designacao aminoglicosideos-aminociclitois. Possuem aclcares
hidrofilicos com multiplos grupos amino, protonados a pH fisioldgico, funcionando portanto
como moléculas policationicas e facilitando a ligacdo as regides polianionicas de rRNA 16S na
subunidade 30S ribossomal [Sousa, 2006].

A maioria dos aminoglicosideos contém como aminociclitol, 2-deoxistreptamicina. A
familia da gentamicina inclui as gentamicinas C1, C1a e C2, sisomicina e netilmicina. Estes
compostos tém um aminoagucar especifico - a garosamina - que é uma 3-aminopentose, na
posicao Ill. As variacbes de metilacdo no aminoaclcar em | originam diversos tipos de
gentamicina, mas essas modificacdes nao alteram praticamente a actividade biolégica [Sousa,
2006].

A classificacdo dos aminoglicosideos € baseada na estrutura quimica do aminociclitol
(estreptidina, estreptamina e 2-deoxiestreptamina), incluindo aqueles em que os

aminoacucares estao ligados aos 4-OH e 5-OH e aos disubstituidos em 4 e 6-OH (Fig. 1.21).
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Figura 1.21 - Classificacdo dos aminoglicosideos de acordo com a estrutura quimica.

1.14.2 Mecanismo de accao

Ao aminoglicosideos sdao considerados habitualmente antibioticos inibidores da sintese
proteica. Tém efeitos pleiotropicos sobre a célula bacteriana (inibicao da sintese proteica,
producao de proteinas anomalas “non sense”, alteracdo da permeabilidade celular e inibicdo
da replicacdo do DNA), sendo aceite que a inibicdo da sintese proteica é o principal

mecanismo da morte celular [Sousa, 2006].

1.14.3 Gentamicina:

e Composicao quimica e propriedades:
E produzida naturalmente por Micromonospora purptirea e é constituida por varios
produtos, contendo as formas farmacéuticas injectaveis, aproximadamente, iguais proporcoes

de gentamicina C1, C1a e C2 (Fig. 1.22), com poténcia similar [Sousa, 2006].

c, c. c
R CH, H cH
R, | NHCH,  NH MH
R H H H
R, H H H
R NH MNH MNH, HHZ
R, H H H Ho
R OH oH oH o NH R
R, CH, CH, CH,
R, | MHCH, MNHCH, MNHCH, L]
R, | ©H OH OH R Rg
10 R
2 37

Figura 1.22 - Composicao quimica e estrutura da Gentamicina.
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Apresenta incompatibilidade quimica, in vitro, com as B-lactaminas. Provoca a abertura
nucleofilica do anel B-lactamico inactivando-o e por sua vez este reage com o grupo
metilamino da gentamicina, originando uma amina farmacologicamente inactiva. Esta
interaccao é lenta e sé é significativa, de um ponto de vista clinico, quando a gentamicina e o
B-lactamico sdo misturados em liquido de perfusdo parenteral de administracao lenta. O teor
da inactivacao in vitro depende da temperatura, tempo de contacto, composicao do meio e

da concentracao do B-lactamico [Sousa, 2006].

e Espectro antibacteriano:

E um antibidtico de largo espectro, activo contra Staphylococcus aureus e bacilos Gram-
negativos, incluindo Pseudomonas aeruginosa. Contra estirpes bacterianas susceptiveis, a
gentamicina é geralmente mais eficaz que os outros aminoglicosideos. Por exemplo,
gentamicina é cerca de 4 vezes mais activa que estreptomicina e amicacina contra S. aureus.

A Gentamicina é cerca de 5 vezes menos activa do que tobramicina contra estirpes
susceptiveis de P.aeruginosa [Sousa, 2006].

Em virtude da sua larga utilizacao terapéutica tem-se assistido a um nimero crescente de
estirpes bacterianas resistentes a gentamicina, predominantemente nas infeccoes

nosocomiais [Sousa, 2006].

44



Actividade antibacteriana dos dleos essenciais Schinus molle

Capitulo 2

Objectivo

Tendo em conta todas as informacodes recolhidas de estudos anteriores, o principal objectivo
deste trabalho foi determinar a actividade antibacteriana do oleo essencial Schinus molle
(extraido das folhas da planta) e seus componentes contra estirpes Gram-negativas de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, assim como, de uma estirpe Gram-positiva de
Staphylococcus aureus, utilizando os seguintes métodos: difusdao em agar com cavidades
cilindricas (pocos) para a determinacdao dos halos de inibicdo, macrodiluicdo para a

determinacao das CMI e CMB e o teste em placa para a determinacao do efeito de vapor.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Oleo essencial utilizado:

O oleo essencial de Schinus molle foi cultivado e
adaptado na zona de Santa Fé (Argentina). E normalmente
extraido de arvores de varios anos e principalmente dos
frutos, neste caso a extraccao foi realizada a partir dos
frutos triturados por extraccao industrial por arraste em

corrente de vapor. As plantas que dao origem aos o6leos

foram recolhidas na época de floracao da zona.

Figura 3.1 - Schinus molle.
Exemplares para producao de 6-7
anos - COE. As plantas encontram-se no: “Centro Operativo

Experimental “Angel Gallardo” da Faculdade de

Engenharia Quimica da Universidade Nacional do Litoral, Santa Fe, Argentina”.

Tabela 3.1 - Composicao dos OE’s de frutos e folhas de S.molle em Santa Fé, Argentina.

Frutos verdes Frutos maduros
Compostos it Folhas e caules . Folhas .e Caules
- Novembro ‘05 Marco ‘06 Abril ‘04
tuyeno 0,5 0,8 1,2 2,0
a-pineno 1,6 5,1 14,3 10,0
canfeno 0,1 0,1 0,3 1,8
B-pineno 2,6 5,6 12,9 15,1
sabineno 31,4 63,0 43,1 38,3
mirceno 1,7 1,7 1,7 1,5
a-felandreno 0,1 0,1 0,2 0,1
a-terpineno 1,7 0,5 0,5 0,6
limoneno 3,3 4.1 10,8 12,6
y-terpineno 3,3 0,9 0,2 1,3
p-cimeno 0,9 0,3 0,4 0,4
terpinoleno 0,9 0,2 0,1 0,5
terpinen-4-ol 13,3 2,5 0,1 2,9
B-cariofileno 5,3 2,6 1,9 1,3
a-humuleno 0,9 0,5 0,5 0,2
a-terpineol 0,6 0,1 0,4 0,1
germacreno D 3,7 2,5 5,2 1,3
oxicariofileno 0,2 0,2 0,2 0,3
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Tabela 3.2 - Intervalos de percentagem de compostos maioritarios dos OE’s de
frutos de S.molle da Argentina.

Minimo Maximo
Compostos

(%) (%)

a-pineno 1,5 12,5
B-pineno 2,5 20,0
sabineno 31,0 55,0
terpinen-4-ol-1 0,5 13,5
germacreno D 5,2 10,0

Tabela 3.3 - Intervalos de propriedades fisicas dos OE’s de frutos de S.molle da

Argentina.
Propriedade Minimo Maximo
Densidade relativa a 20°C/20°C 0,850 0,900
indice de refraccéo a 20°C 1,4750 1,4850
Rotacao optica a 20°C - 40 - 65
Solubilidade em etanol de 90 ml/100 ml 7 9

0 oleo essencial foi cedido pelo Prof. Jesus M. Rodilla, da Universidade da Beira Interior.
Foi analisado por espectrometria de massa, de maneira a distinguir os diferentes
componentes e separado por cromatografia em coluna.

Os dados apresentados acima foram fornecidos pelo Eng® Heriberto Elder da Faculdade de

Engenharia Quimica, da Universidade Nacional do Litoral, em Santa Fé, Argentina.

3.2 Microrganismos:

Os organismos testados foram o Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e a Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC) a partir de Culti-loops® (OXOID LDA.) (armazenadas a 2-8°C) que
permitem que culturas padronizadas sejam testadas facilmente e com seguranca.

O critério de escolha destas estirpes foi: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
representante da flora humana superficial, como p. ex. a pele e fossas nasais, Escherichia coli
(ATCC 25922) representante da flora intestinal, e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) uma
bactéria ubiqua representativa do meio ambiente.

As culturas puras de cada microrganismo testado, foram mantidas em placas (preparado no
laboratdrio) no meio Muller-Hinton Agar (MHA) (Ref. 784397 - OXOID LTD).
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3.3 Meios de cultura:

Para os ensaios de actividade antibacteriana, os meios de cultura utilizados foram o MH2
(Ref. 43301; MH2 - BioMérieux SA) e o caldo Miiller-Hinton Broth (MHB) (Ref. 724245 - OXOID
LTD).

O meio MH2 é um meio pré-preparado e comercializado em placas, que possui 4 mm de
espessura (a mais indicada para este estudo). E um meio indicado para susceptibilidade
antibacteriana testada por difusao em agar, tendo uma composicao que permite a cultura de
bactérias nao-fastidiosas (Enterobacteriacea, bacilos Gram-negativos, Staphylococci e
Enterococci) encontradas em patologias humanas. Também garante interferéncia minima dos
seus constituintes nos resultados dos testes. O uso de Miller Hinton 2 agar esta em
conformidade com os padrdes da NCCLS (CLSI) e CA-SFM.

A preparacdo do meio MHB foi feita de acordo com as instrucdes do fabricante. No método
de diluicdo em caldo pela técnica de macrodiluicdo para a determinacdao da CMI e da CMB,
utilizou-se o meio MHB, e também DMSO ou 0.15% Agar para possibilitar uma melhor
solubilizacdo do 6leo com o meio. A posterior contagem de colonias foi feita no meio sélido

MH2. Para o teste do efeito do vapor dos 6leos essenciais, utilizou-se também o agar MH2.

3.4 Separacao dos componentes do o6leo através de

cromatografia em coluna:

A cromatografia em coluna € uma técnica usada para a separacdo de compostos organicos.
Essa técnica fundamenta-se basicamente na polaridade relativa das moléculas envolvidas.

Para a coluna em seco, foi utilizada uma coluna de vidro onde foi colocada e compactada
a silica-gel (material polar), ou seja, a fase estacionaria.

De seguida, passou-se o eluente pela coluna com a ajuda de uma bomba de injeccao, de
maneira a que a fase estacionaria seja toda percorrida pelo eluente. Neste caso, o eluente
adicionado inicialmente foi Ciclo-hexano no inicio, adicionando depois misturas de Ciclo-
hexano/Acetato de Etilo (Fase movel), de polaridade crescente.

Quando a coluna ficou pronta e restava uma diminuta quantidade de solvente na base
superior, foram introduzidos no topo da coluna, de maneira homogénea, 12 mL (= 10 g) do
oleo essencial a separar (Schinus molle).

Durante a separacao foi-se adicionando o eluente em pequenas fraccdes de maneira a
manter a velocidade de separacao, e aumentando gradualmente a polaridade do sistema de
eluente com o aumento da concentracao do solvente mais polar, neste caso acetato de etilo.
Para isso seguiram-se as seguintes etapas:

1. 600 mL de ciclo-hexano;

2. 600 mL de ciclo-hexano/Acetato de Etilo (95:5);
3. 400 mL de ciclo-hexano/Acetato de Etilo (95:5);
4, 500 mLde ciclo-hexano/Acetato de Etilo (90:10);
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400 mL de ciclo-hexano/Acetato de Etilo (80:20);
400 mL de ciclo-hexano/Acetato de Etilo (70:30);
400 mL de ciclo-hexano/Acetato de Etilo (60:40);

Acetato de Etilo até ao final da separacao (aproximadamente 200 mL).

®» N oo

Assim, os componentes do dleo saem conforme a polaridade, ou seja, os menos polares sao
os primeiros a sair pois tém menos afinidade para a fase estacionaria.

As fraccoes que foram saindo da coluna, foram sendo recolhidas em tubos de ensaio de
vidro (devidamente numerados), em volumes aproximadamente iguais, com a ajuda de um
colector de fraccoes (Blichi Fraction Collector C-660).

A medida que foram sendo recolhidas, fez-se um acompanhamento das fraccdes recolhidas
por cromatografia em camada fina (CCF), para verificar quais as fraccoes que podiam ser
combinadas, pois um Unico composto raramente se encontra apenas numa Unica fraccao e
também para saber se todos os componentes tinham sido eluidos.

Para isso, procedeu-se a aplicacao de cada fraccao, com a ajuda de capilares, em placas
cromatograficas de silica-gel, a 1 cm da base e de modo a obter uma mancha. Cada uma das
placas foi colocada numa camara de eluicdo preparada previamente com eluente (Ciclo-
hexano e Acetato de Etilo) em mistura de polaridades crescentes para que os componentes
sejam devidamente separados (os mais polares tém um maior factor de retencédo). O nivel de
eluente deve estar abaixo das manchas das fraccoes colocadas na placa.

Sem deixar o eluente chegar ao cimo da placa, retira-se esta da camara e verifica-se o
avanco dos componentes. Verifica-se quais tém os mesmos factores de retencdo, ou seja,
quais sdo as fracgcbes que contém componentes iguais. Finalmente, juntam-se essas fraccoes
gue contém os mesmos componentes de maneira a maior concentracao dos mesmos no mesmo
extracto.

Uma vez que as fraccoes recolhidas se encontravam diluidas, foi necessario evaporar o
solvente para obter um composto puro. Para isso, colocaram-se as fraccoes em baldes de
fundo redondo e evaporaram-se utilizando um evaporador (Rotavapor Blichi RE111) e um
banho (Water Bath Biichi 461) a baixa temperatura, visto que o oleo essencial é

extremamente volatil.

Figura 3.2 - Cromatografia em coluna (CC) [Adaptada de
http://www.pharmaceuticals1.coc/supplier/sorbead-india-1/column-
chromatography-bulk-media-for-research.html (consultada em 15 de Junho de
2010)].
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3.5 Preparacao das culturas primarias:

Deve-se ter em conta que, utilizando Culti-loops de microrganismos, ha um procedimento
recomendado que é o seguinte:
1. Aquecer a placa de meio a uma temperatura de 37°C, de modo a eliminar a
humidade;
2. Remover o invélucro e colocar a ansa em contacto com o meio aquecido durante 10
a 15 segundos, para permitir a absorcao do liofilizado;
3. Utilizar o método de estrias;

4. Incubar as placas a temperatura optima para o crescimento do organismo.

3.6 Preparacao da densidade do inoculo:

Tendo em conta que a densidade do inoculo influencia o resultado dos ensaios,
padronizou-se a quantidade de inoculo a ser utilizada, a fim de assegurar a reprodutibilidade
analitica. Apds recuperacdo das estirpes liofilizadas de ATCC, seguindo as instrucdées do
fabricante, inocularam-se pelo método de estrias, trés placas de MH2 (uma para cada
microrganismo). Incubaram-se a 36 °C + 1 °C durante 18-24 h. De modo a obter-se um inoculo
correspondente a uma concentracdo bacteriana aproximada de 10° UFC/ml, procedeu-se do
seguinte modo:

e Retiraram-se algumas colonias do microrganismo a testar para 3 mL de NaCl (ampola
BioMérieux - 0,85%), de modo a obter uma turvacdo correspondente ao padrao de
McFarland de 0,5 (comprimento de onda de 550 nm, A = 0,125). Assim, para a
padronizacao do inoculo foi utilizado o aparelho DENSIMAT - Densitometro de faixa
entre 0,5 e 7,5 na escala de McF (Cod. 99234 BioMérieux). O Densitometro é activado
simplesmente pela colocacao da ampola de NaCl (0,85%) no compartimento de
leitura. A densidade bacteriana é medida instantaneamente, sendo directamente
proporcional a densidade da suspensdao expressa em unidades de MacFarland (0,5
corresponde a 10® UFC/mL);

e De seguida, diluiu-se a suspensao de 108 UFC/mL, retirando 0,1 mL desta e
misturando com 9,9 mL de meio MHB (Miiller-Hinton Broth). Obtém-se assim uma
diluicdo de 10° UFC/mL num volume final de 10 mL. Utilizou-se sempre como solucdo
de diluicdo o meio liquido MHB.

Todo este processo foi realizado em camara de seguranca biolégica de modo a garantir o

maximo de condicdes de esterilidade.

3.6.1 Confirmacao da concentracao do inoculo:

A concentracdo do inoculo é feita a partir de diluicbes sucessivas em soro fisiologico
estéril. Para isso, retirou-se 0,1 mL do inoculo (10° UFC/mL) e diluiu-se em 9,9 mL de soro
fisiologico (NaCl 0.85%). Homogeneizou-se bem e daqui obteve-se uma diluicio de 10*

UFC/mL. Deste Ultimo retirou-se 1 mL e diluiu-se em 9 mL de soro fisiolégico (10° UFC/mL),

51



Eunice Baltazar Pombo

homogeneizando bem. Inoculou-se 0,1 ml desta Ultima diluicao por espalhamento no meio
MH2. Incubou-se cada placa a 36 °C + 1 °C durante 18-24 h. Procedeu-se a contagem das
coldnias na placa (devendo ser aproximadamente 100 UFC/mL). Deste modo confirmou-se a

concentracao do inoculo que variou sempre entre 10° UFC/ml e 10° UFC/ml.

3.7 Avaliacao da actividade antibacteriana:

A avaliacao da actividade antimicrobiana foi realizada através do método de difusdo com
perfuracdo do agar, de modo a obter cavidades cilindricas (pogos) com uma altura
aproximada de 4 mm e diametro de 5 mm. Este método permite-nos ter uma ideia da
potencial actividade antimicrobiana do dleo essencial em estudo, através da leitura dos halos
de inibicdo, visualmente ou com um microscopio estereoscépico. Como controlo positivo,
utilizou-se o antibidtico Gentamicina na concentracao de 10 mg/ml (accao de largo espectro),
da Sigma-Aldrich. Como controlo negativo foi utilizada a solucao 0,15 % agar + DMSO 5%.

Para o estudo da actividade antibacteriana dos vapores do dleo essencial, utilizou-se o
método que consiste no impacto do vapor (a 1 cm de distancia) no agar inoculado, respectiva
difusao no agar e posterior medicao do halo de inibicao.

Finalmente, procedeu-se a determinacao do CMI e CMB pela técnica de macrodiluicdo em
caldo MHB. Como controlo positivo utilizou-se o caldo MHB com inoculo e sem o odleo
essencial. Como controlo negativo, utilizou-se o caldo MHB, sem inoculo, e com a solucao
(0,15 % agar + DMSO 5 %) de odleo essencial.

3.7.1 Procedimento do método de difusao em agar pela técnica do

poco:

Para este procedimento, seguiu-se a metodologia de difusao em agar com o uso de discos
proposta pela CLSI (M02-A10), mas substituindo os discos de papel estéreis por pogos
cilindricos de 4 mm de altura e 5 mm de diametro, perfurados no agar. O inoculo utilizado foi
de, aproximadamente, 10® UFC/ml. O protocolo pratico foi realizado do seguinte modo:

1. Embebeu-se um swab (zaragatoa) estéril no inoculo previamente preparado (10° -
10® UFC/mL), tendo o cuidado de pressionar o swab contra a parede do tubo, de
modo a eliminar o excesso de liquido. De seguida espalhou-se uniformemente
sobre a placa de agar MH2, de maneira a cobrir toda a superficie do agar com o
inoculo.

2. Deixou-se em repouso durante 15 a 20 minutos de modo a que o meio de cultura
absorva o inoculo. De seguida, os pocos foram feitos com um utensilio proprio de
modo a obter pocos de 5 mm de diametro e 4 mm de altura.

3. Posteriormente, os pocos foram preenchidos com 70 pL do oleo essencial a ser

testado ou os seus componentes e respectivos controlos.
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4. Apo6s um periodo de repouso de 15 minutos a temperatura ambiente, o que
permite a difusdao dos Odleos, controlo negativo e positivo, as placas foram
incubadas (sem inverter) a uma temperatura média de 37 °C durante 18-24 h.
5. Apos o periodo de incubacao, foram analisados os resultados, medindo os halos de
inibicao obtidos para cada poco.
Os ensaios foram realizados em triplicado (sempre que possivel) para o 6leo inteiro e os
seus componentes, assim como para as estirpes utilizadas. Todo este processo foi realizado

em condicoes de esterilidade.

3.7.2 Procedimento do método dos vapores:

A técnica seguida para o estudo do efeito dos vapores dos oOleos essenciais nos
microrganismos a testar baseou-se na metodologia proposta por Lisin et al. (1999). O
protocolo pratico foi realizado do seguinte modo:

1. Espalhou-se uniformemente, com uma zaragatoa estéril, o inoculo do
microrganismo a testar sobre a placa de agar MH2.

2. Deixou-se repousar durante 15 minutos de modo a que o meio de cultura absorva o
inoculo.

3. Adicionou-se 70 pl de 6leo no centro da tampa da placa de Petri, a uma distancia
de, aproximadamente, 1 cm do agar inoculado, de maneira a realizar um teste
comparativo com o método de difusdo em agar pela técnica dos pocos.

4. Inverteu-se a placa e incubou-se a uma temperatura média de 37 °C durante 18-24
h. Ao fim do periodo de incubacao, registou-se o efeito do 6leo no crescimento
bacteriano medindo o halo de inibicao obtido.

Este processo foi realizado em condicdes estéreis e sempre que possivel em triplicado.

3.7.3 Determinacdo da concentracdao minima inibitéria (CMI) e da
concentracdao minima bactericida (CMB) pela técnica da

macrodiluicdo em caldo:

A determinacao da CMI e da CMB foi realizada pela técnica de macrodiluicao, de acordo
com a metodologia M07-A8, proposta pelo CLSI. A esta metodologia foi adicionado o teste da
Resazurina, para melhor deteccao de crescimento bacteriano.

Nos MIC’s, foram realizados ensaios preliminares com o dleo essencial emulsionado em
0,15% agar + DMSO 5%. Paralelamente, testaram-se com estas emulsoes, o uso da rezasurina
com um periodo de incubacao de 18 horas e adicdo apenas no final.

Concluimos que os melhores resultados foram os obtidos com o 6leo emulsionado na
solucao de 0,15% agar + DMSO 5% e com adicdo da rezasurina apenas no final do periodo de

incubacao.
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3.7.3.1 Diluigbes consecutivas de 1:2 do 6leo essencial Schinus

molle:

Preparou-se o inoculo do microrganismo a testar num volume suficiente para realizar os
ensaios de macrodiluicdo e numa concentracao de 10° UFC/mL.

Foi também necessario preparar uma solucao de Resazurina 1% em Soro Fisiologico (NaCl
0.85 %). Para isso preparou-se a solucdo de NaCl 0.85% (100 mL) a qual se adicionou a
Resazurina (1 mg). Esta solucao foi esterilizada com filtros estéreis de 0,45 um de porosidade.

De seguida preparou-se uma primeira solucdo de dleo na concentracao de 90 mg/mL,
adicionando 2 mL de solucao de 0.15% agar + DMSO 5% a 180 mg de S. molle. Foram
preparados 8 tubos estéreis para cada ensaio:

v" Tubos 1 a 6:

Prepararam-se 8 tubos estéreis. Nos primeiros 6 tubos colocou-se 1 mL de caldo MHB
(concentracao dupla). De seguida, ao 1° tubo adicionou-se 1 mL de solucao de dleo essencial
perfazendo. Apds homogeneizar no vortex, transferiu-se 1 ml do 1° tubo (diluicdo 1:2) para o
2° tubo diluindo para 1:4 e assim sucessivamente. Por ultimo, adicionou-se 1 ml do inoculo
em todos os tubos com excepcao do controlo negativo.

v" Controlo positivo / crescimento:

Num tubo adicionou-se 1 mL de caldo MHB (concentracao dupla) mais 1 mL do inoculo.

v' Controlo negativo/ esterilidade:

Num tubo adicionou-se 1 mL de caldo MHB (concentracao dupla) mais 1 mL da emulsao do

oleo.

Todos os tubos de ensaio (1 a 8), bem homogeneizados, foram incubados durante 18-24 h a
temperatura de aproximadamente 37 °C. Apos o tempo de incubacdo, os tubos foram
examinados visualmente e de seguida, adicionou-se 1 ml solucao de Resazurina o que facilitou
a visualizacao do crescimento bacteriano.

Para a determinacdo da CMB, inoculou-se 0,1 ml de cada tubo pelo método de
espalhamento em placas de Petri com o meio de cultura MH2. Incubou-se a aproximadamente
37 °C durante 18-24 h e procedeu-se a contagem das colonias. Todos os ensaios foram
realizados em camara de seguranca biologica, em condices estéreis e em triplicado (ver

figura seguinte).
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Figura 3.3 - Esquema resumido do procedimento para as diluicoes consecutivas de 1:2, para execucao dos
ensaios pelo método de macrodiluicdo em caldo, igual para todos os ensaios.

(*O inoculo utilizado foi de 3 estirpes: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)

3.8 Ensaios realizados:

As metodologias usadas nesta tese tiveram como base uma vasta consulta bibliografica, de
onde se constatou a utilizacdo de uma grande variedade de técnicas utilizadas. Os métodos
apresentados neste trabalho tiveram como suporte variados ensaios experimentais que aqui
ndo sdo descritos, assim como alteracoes de métodos ja existentes, possibilitando a

optimizagao pratica e a formulacéo de ideias para possiveis estudos futuros.

3.9 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa SPSS statistics 17.0. Foi
feita uma analise de variancia, através de two-way ANOVA, visto que existem dois factores
(estirpes e diluicoes ou extractos de o6leo e diluicdes, dependendo dos dados analisados). A
variavel dependente sera, em todos os casos, a medida dos halos de inibicao. Para
complementar, foi feito um estudo de comparacao a posteriori (post-hoc) que foi o Teste de
Tukey.

O teste Tukey permitiu estabelecer a diferenca minima significante, ou seja, a menor
diferenca entre as médias que deve ser tomada como significativa a determinado nivel de

significancia, neste caso quando o valor de probabilidade p<0,05.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

0 6leo essencial de Schinus molle testado foi obtido por extraccdo industrial por arraste em
corrente de vapor. A composicdo do 6leo foi adquirida através do método de espectrometria
de massa e os extractos foram separados por cromatografia.

Os dados da composicao do dleo testado, informacdes referentes a extraccdo e aos seus

componentes, foram cedidos pelo Prof. Jesus M. Rodilla, da Universidade da Beira Interior.

4.1 Oleo de Schinus molle:

Foram identificados muitos componentes do 6leo essencial Schinus molle, dos quais o
Sabineno (39,27%) e o a-pineno (39,27%) sao os maioritarios num total de 94% do odleo
essencial (Tabela 5). Estudos anteriores demonstraram que o a-pineno, B-pineno e também o
Sabineno pertencem aos compostos maioritarios do 6leo essencial de Schinus molle. Mas
existe uma grande variacdo dos compostos maioritarios consoante os factores ambientais e
factores antrdpicos a que a planta é sujeita, o que pode exercer variacdes nas rotas
metabodlicas da planta. Na separacdo cromatografica em coluna, os componentes que se

obtiveram em maior quantidade foram precisamente o sabineno, a-pineno e B-pineno.

Tabela 4.1 - Composicao do 6leo essencial Schinus molle obtido dos frutos maduros.

Compostos Frutos maduros
Tuyeno 1,2
a-pineno 14,3
Canfeno 0,3
B-pineno 12,9
Sabineno 43,1
Mirceno 1,7
a-felandreno 0,2
a-terpineno 0,5
Limoneno 10,8
y-terpineno 0,2
p-cimeno 0,4
Terpinoleno 0,1
Terpinen-4-ol 0,1
B-cariofileno 1,9
a-humuleno 0,5
a-terpineol 0,4
Germacreno D 5,2
Oxicariofileno 0,2

-

Das fraccOes separadas a partir do 6leo inteiro, obtiveram-se algumas com os principais

componentes, os quais foram usados nos ensaios realizados para este estudo.
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Tabela 4.2 - Composicao dos extractos de dleo Schinus molle utilizados neste estudo.

Extractos Componentes (%)
a - pineno B - pineno Sabineno Espatulenol Terpen-4-ol

F7 19 2,5 25 - -
F12 - - 11 - -
F13 - - 12 16 -
F51 - - - 18 21
F52 - - - 14 25
F53 - - - 7 19

a-pineno [-pineno (+)-sabineno

OH
W0
OH
Sabineno Hidrato de sabineno  Terpinen-4-ol

Figura 4.1 - Componentes maioritarios do 6leo essencial Schinus molle.
Os extractos usados neste estudo, mencionados na tabela anterior, foram diluidos numa

concentracao de 90 mg/mL de modo a ficarem todos com a mesma concentracao do

componente existente em menor quantidade.

4.2 Actividade antibacteriana do 6leo essencial

A determinacao da actividade antimicrobiana, do 6leo essencial contra os microrganismos
testados, foi realizada através de trés métodos: o método de difusdo em agar pela técnica do
poco, 0 método por libertacao de vapor e o método das diluicbes em caldo (macrodiluicdo)
para determinar as CMI e as CMB, que foram descritos anteriormente. Na técnica de difusao
em agar e método de vapor, apos o periodo de incubacao das placas com os microrganismos e
oleos a serem testados, foram feitas as medicoes dos halos de inibicao.

Os resultados foram obtidos medindo o diametro do halo de inbic&o (incluindo os 5 mm do
poco).

Para o método de diluicao em caldo, macrodiluicao, os resultados foram registados através
de observacao visual dos tubos (com e sem resazurina) e da contagem de UFC pelo método de

espalhamento em placas de Petri, de modo a confirmar as CMI e as CMB do 6leo S. molle.

58



Actividade antibacteriana dos dleos essenciais Schinus molle

4.2.1 Halos de inibicao resultantes do método de vapores:
De modo a testar a accdo do 6leo essencial nas estirpes seleccionadas, nomeadamente, de
forte inibicdo, inibicdo moderada, fraca inibicdo ou sem inibicdo, seguiram-se os critérios dos

halos de inibicao, abaixo descritos, classificando os microrganismos como:

Susceptibilidade do
Medida do Halo de inibicdo (mm)

microrganismo
Sensiveis > halo controlo positivo.
Moderadamente sensiveis >2 e < ~3 mm controlo positivo.
Resistentes Menor ou Igual que 2 mm.

Assim, tendo como controlo positivo o antibidtico Gentamicina (largo espectro), e
comparando os halos de inibicdo das trés estirpes testadas com o Schinus molle com os halos
resultantes do antibidtico, verificou-se que o 6leo essencial mostrou maior efeito inibidor de

vapor, relativamente a estirpe Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25922).

Tabela 4.3 - Halos de inibicdo da actividade antibacteriana do vapor do 6leo essencial, Schinus molle,
contra os microrganismos testados, segundo o método dos vapores.

Média dos halos de inibicdo (mm)

Estirpe
Schinus molle (vapor) DMSO/Agar
Staphylococcus aureus 28 6
Escherichia coli NI 5
Pseudomonas aeruginosa NI 5

*NI - Nao houve inibicdo (auséncia de halo de inibicao).
** Para todos os ensaios do efeito de vapor foram realizados triplicados.

4.2.2 Halos de inibicao pela técnica do poco:

Seguindo os critérios dos halos de difusao referidos no ponto anterior, o extracto bruto de
Schinus molle apresentou boa inibicao contra a estirpe Staphylococcus aureus ATCC 25922, o
que esta de acordo com os valores obtidos para os ensaios de vapor. O extracto bruto de
Schinus molle apresentou um fraco efeito inibidor relativamente a Escherichia coli ATCC
25923, estando de acordo com os valores obtidos nos ensaios de efeito de vapor. Segundo
estudos realizados anteriormente, indicaram que a actividade do Schinus molle pode ser
atribuida devido aos monoterpenos hidrocarbonados (compostos maioritarios), uma vez que
estes compostos apresentam uma actividade de forte a moderada contra bactérias Gram-

positivas e actividades mais débeis contra bactérias Gram-negativas. Estes dados coincidem
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com o presente trabalho. A actividade do dleo pode dever-se aos compostos maioritarios que

estao presentes, assim como a possivel sinergia entre alguns deles.

4.2.2.1 Ensaio realizado com 6leo bruto

Num estudo inicial, foi realizada a analise dos efeitos antibacterianos do o6leo Schinus

molle (com diferentes concentracdes) em trés diferentes estirpes.

Tabela 4.4 - Resultados obtidos nos ensaios com aplicacdo do método de difusao em agar pela técnica
do pogo, para as trés estirpes e com as diferentes diluicoes do dleo Schinus molle bruto (ensaios
realizados em hexaplicado.

Diluicdo do 6leo Schinus molle

Dleo 1:2 1:4 1:8 1:10,5  1:16 1:32
(mg/mL) 950 475 237 118 90 60 30
(mg/poco) 66,5 33,3 16,6 8,3 6,3 4,2 2,1
Estirpe
38 30 26 18 16 14 6
38 29 25 16 15 15 5
5. aureus 38 29 25 17 15 15 5
39 29 26 19 15 14 5
38 29 25 18 16 14 6
38 29 25 17 15 15 5
22 15 11 9 5 5 5
22 15 10 9 5 5 5
22 15 11 8 6 5 5
E. coli
22 15 11 8 5 5 5
22 16 11 9 5 5 5
22 16 11 9 5 5 5
16 11 8 5 5 5 5
16 12 7 6 5 5 5
p. 16 12 7 5 5 5 5
aeruginosa 16 11 7 5 5 5 5
16 12 7 6 5 5 5
16 11 7 5 5 5 5

—

~,

Tabela 4.5 - Resultados (médias) obtidos nos ensaios para os controlos positivo e negativo,
com aplicacdo do método de difusdao em agar pela técnica do poco, para trés estirpes.

Estirpe Controlo negativo Controlo positivo
P (DMSO/Agar) (Gentamicina)
Staphylococcus aureus 6 41
Escherichia coli 5 38
Pseudomonas aeruginosa 5 39
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Exemplo de caculo:

A densidade do oleo essencial Schinus molle é de 0,95 g/mL.

Assim, foram calculadas as concentracoes de 6leo por poco:

. Emulsao original do 6leo = 3 mL de S. molle + 3 mL de sol. (0,15% agar+5% DMSO)

Assim, como 0,95 x 3 = 2,85 g = 2850 mg em 6 mL de solucao total

ha 475 mg de S. molle /mL, na emulsao original.

Tendo em conta que em cada poco sdo colocados 70 pL de dleo, obtemos:

475 mg ------- 1000 pL
X mg------- 70 pL

Assim, teremos 33,3 mg por 70 pL, ou seja, 33,3 mg/poco.

Para a analise estatistica, as variaveis envolvidas sdo Halos de inibicao (dependente,
quantitativa) e dois factores que sdo as trés estirpes em estudo e as diluicoes do oleo
essencial (variaveis nominais). A variavel dependente apresentou-se normal, permitindo a
utilizacao da ANOVA two-way.

0 resultado da significancia para a homogeneidade da variancia é <0,05 [Teste de Levene -
Anexo ], o que mostra que as variancias nos grupos sao diferentes (ndo sao homogéneos).

Verifica-se que todos os valores sao significantes (p<0.05), ou seja, tanto as diluicdes como
os extractos do oleo afectam o didmetro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao entre os
dois factores, conclui-se que os factores estirpe e diluicao sao dependentes entre si (p <0,05)
[Tabela2 7.2 - Anexo 1].

Como nao ha indicacdo de qual diluicao ou estirpe afecta mais a inibicdao bacteriana, é
necessario efectuar-se um teste post hoc. Por multiplas comparagées e efectuando o teste de

Tukey, obtém-se os seguintes resultados [Tabela 7.3 - Anexo []:
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Tabela 4.6 - Comparacdo entre diluicoes e estirpes; resultados expressos pela média dos
diametros dos halos de inibicdo (mm) =

0 desvio padrao (Teste de Tukey, a 5% de

probabilidade).
Diluicao de S. Estirpe testada

molle S. aureus E.coli P. aeruginosa
Bruto 38,167 + 0,181 Aa 22,000 + 0,181 Ba 16,000 + 0,181 Ca
1:2 29,167 + 0,181 Ab 15,333 + 0,181 Bb 11,500 + 0,181 Cb
1:4 25,333 + 0,181 Ac 10,833 + 0,181 Bc 7,167 £ 0,181 Cc
1:8 17,500 + 0,181 Ad 8,667 + 0,181 Bd 5,333 + 0,181 Cd

1:10,5 15,333 + 0,181 Ad 5,167 + 0,181 Bd 5,000 + 0,181 Cd
1:16 14,500 + 0,181 Ad 5,000 + 0,181 Bd 5,000 + 0,181 Cd
1:32 5,333 £ 0,181 Ae 5,000 + 0,181 Be 5,000 + 0,181 Ce

* Letras maiGsculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenca estatistica (Teste de
Tukey’s HSD, p>0,05) entre as trés estirpes; letras minlsculas na mesma coluna indicam auséncia

de diferenca estatistica (Teste de Tukey’s HSD, p>0,05) entre as seis diluicdes de Schinus molle.

Assim, pode-se verificar que as estirpes tém igual significancia estatistica (p<0.05) na
inibicdo bacteriana. A diluicdo que obteve melhor média de inibicdo bacteriana foi a de 1:2,
aplicada a estirpe Staphylococcus aureus.

No entanto, o éleo bruto consegue obter ainda melhor inibicdo para esta mesma estirpe

como seria de esperar.

4.2.2.2 Ensaio realizado com os componentes do 6leo essencial
Apos a analise estatistica dos ensaios realizados com o 6leo bruto e respectivas diluicoes,
procedeu-se a analise de cada um dos seus componentes para cada estirpe. Para isso
utilizaram-se varios extractos do dleo Schinus molle, em diferentes concentragoes.
As variaveis envolvidas sao Halos de inibicdo (dependente, quantitativa) e dois factores
que sdo os diferentes extractos de 6leo e as diluicoes dos mesmos (variaveis nominais). A

variavel dependente apresentou-se normal, permitindo a utilizacdo da ANOVA.

Tabela 4.7 - Composicao dos extractos obtidos da separacao do 6leo de Schinus molle.

Extractos Componentes (%)
a - pineno B - pineno Sabineno Espatulenol Terpen-4-ol
F7 19 2,5 25 - -
F12 - - 11 - -
F13 - - 12 16 -
F51 - - - 18 21
F52 - - - 14 25
F53 - - - 7 19
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4.2.2.2.1 Staphilococcus aureus

0 resultado da significancia para a homogeneidade da variancia é >0,05, o que mostra que
as variancias nos grupos sao iguais, levando a concluir que é conhecido o pressuposto da
ANOVA [Tabela 7.4 - Anexo Il].

Verifica-se que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicées como
os extractos do 6leo afectam o diametro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao entre os
dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicao sao dependentes entre si (p <0,05)
[Tabela 7.5 - Anexo I1].

Como nao ha indicacao de qual diluicdo ou extracto afecta mais a inibicdo bacteriana, é
necessario efectuar-se um teste post hoc.

Por mdultiplas comparacdoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes

resultados:

Tabela 4.8 - Resultados expressos pela média dos didametros dos halos de inibicdo em milimetros (mm)
+ 0 desvio padrao (Teste de Tukey, a 5% de probabilidade) - Tabela 7.7 - Anexo Il.

Extractos Concentracao dos Extractos de 6leo (mg/mL)
Estirpe
de S. molle 90 45 22,5
7 29,500 + 0,289 25,833 + 0,289 17,667 + 0,289 A
12 22,667 + 0,289 18,500 + 0,289 14,667 + 0,289 C
Staphilococcus 13 25,500+ 0,289 14,667 +0,289  11,333:0,289 B
aureus 51 14,333+ 0,289 11,500+ 0,289  8,167:0,289 D
52 22,333 + 0,289 16,000 + 0,289 12,667 + 0,289 C
53 22,333 + 0,289 16,000 + 0,289 12,500 + 0,289 C

* Letras iguais na coluna indicam auséncia de diferenca estatistica (Teste de Tukey’s HSD, p>0,05)

entre os diferentes extractos.

Pode-se concluir que todas as diluicdes sao estatisticamente significantes, pois o valor-p
<0,05 [Tabela 7.6 - Anexo I1].

De acordo com a tabela 7.7 apresentada no Anexo Il, ha uma maior diferenca significativa
entre o diametro dos halos de inibicao para o extracto 7 em relacdo aos outros extractos
testados.

Teve-se em conta que para todos os extractos, as diferentes concentracdes tém diferenca

estatistica (p<0,05), sendo que a de 90 mg/mL é a que tem melhores resultados.

Assim, verifica-se que o extracto que obteve melhor média de inibicdo bacteriana foi o 7

(19% de a-pineno, 2,5% de B-pineno e 25% de sabineno), seguido do 12 (11% de sabineno).
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4.,2.2.2.2 Escherichia coli

0 resultado da significancia para a homogeneidade da variancia é <0,05, o que mostra que
as variancias nos grupos sao diferentes (ndo siao homogéneos), o que leva a concluir que ndo

sao conhecidos os pressupostos da ANOVA [Tabela 7.8 - Anexo lI].

Verifica-se que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicbes como
os extractos do 6leo afectam o diametro dos Halos de inibicao. No caso da interaccao entre os
dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicao sao dependentes entre si (p <0,05)
[Tabela 7.9 - Anexo IlI].

Como nao ha indicacao de qual diluicdo ou extracto afecta mais a inibicdo bacteriana, é
necessario efectuar-se um teste post hoc.

Por mdltiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes

resultados:

Tabela 4.9 - Resultados expressos pela média dos diametros dos halos de inibicido em milimetros (mm) +
o desvio padrao (Teste de Tukey, a 5% de probabilidade) -Tabela 7.11 (Anexo lll).

Extractos Concentracao dos Extractos de 6leo (mg/mL)
Estirpe
de S. molle 90 45 22,5

7 11,000 + 0,210 6,833 + 0,210 5,000 + 0,210 C

12 11,333 £ 0,210 5,667 + 0,210 5,000 + 0,210 C

Escherichia 13 5,000 + 0,210 5,000 £ 0,210 5,000+0,210 D
coli 51 10,833 £ 0,210 6,500+ 0,210  5,000£0,210 C

52 18,500 + 0,210 13,500 + 0,210 6,833 + 0,210 A

53 16,333 + 0,210 10,000 + 0,210 9,833 + 0,210 B

* Letras iguais na coluna indicam auséncia de diferenca estatistica (Teste de Tukey’s HSD, p>0,05)

entre os diferentes extractos.

Pode-se concluir que todas as diluicbes sdo estatisticamente significantes, pois o valor-p
<0,05 [Tabela 7.10 - Anexo llI].

De acordo com a tabela 7.11 apresentada no Anexo Ill, ha uma maior diferenca
significativa entre o diametro dos halos de inibicdo para os extractos 52 e 53 em relacdo aos
outros extractos testados.

Teve-se em conta que para todos os extractos, as diferentes concentracdes tém diferenca

estatistica (p<0,05), sendo que a de 90 mg/mL é a que tem melhores resultados.
Assim, verifica-se que o extracto que obteve melhor média de inibicao bacteriana foi o 52

(14% de espatulenol e 25% de terpen-4-ol), seguido do 53 (7% de espatulenol e 19% de terpen-
4-ol).
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4.2.2.2.3 Pseudomonas aeruginosa

0 resultado da significancia para a homogeneidade da variancia é <0,05, o que mostra que
as variancias nos grupos sao diferentes (ndo sdo homogéneos), o que leva a concluir que nao
sao conhecidos os pressupostos da ANOVA [Tabela 7.12 - Anexo IV].

Verifica-se que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicbes como
os extractos do 6leo afectam o diametro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao entre os
dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicao sao dependentes entre si (p <0,05)
[Tabela 7.13 - Anexo IV].

Como nao ha indicacao de qual diluicao ou extracto afecta mais a inibicdo bacteriana, é
necessario efectuar-se um teste post hoc.

Por mdultiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes

resultados:

Tabela 4.10 - Resultados expressos pela média dos didmetros dos halos de inibicdo em milimetros
(mm) + o desvio padrao (Teste de Tukey, a 5% de probabilidade) - Tabela 7.15 (Anexo IV).

Extractos Concentracdo dos Extractos de 6leo (mg/mL)
Estirpe
de S. molle 90 45 22,5

7 8,667 £ 0,213 6,833 £ 0,213 5,500 + 0,213 B

12 11,333 £ 0,213 6,167 + 0,213 5,167 + 0,213 A

Pseudomonas 13 10,167 + 0,213 7,333 £0,213 5,667 0,213 A
aeruginosa 51 8,000 + 0,213 6,000 + 0,213 5,667 + 0,213 B
52 9,333 +£0,213 7,333 £0,213 6,833 0,213 A

53 9,000 + 0,213 8,000 + 0,213 6,500 = 0,213 A

* Letras iguais na coluna indicam auséncia de diferenca estatistica (Teste de Tukey’s HSD, p>0,05)

entre os diferentes extractos.

Pode-se verificar que todas as diluices sao estatisticamente significantes, pois o valor-p
<0,05 [Tabela 7.14 - Anexo IV].

De acordo com a tabela 7.15 apresentada no Anexo IV, ha uma maior diferenca
significativa entre o diametro dos halos de inibicao para os extractos 12 e 13 em relacdo aos
outros extractos testados.

Teve-se em conta que para todos os extractos, as diferentes concentracdes tém diferenca

estatistica (p<0,05), sendo que a de 90 mg/mL é a que tem melhores resultados.

Assim, verifica-se que o extracto que obteve melhor média de inibicdo bacteriana foi o 12

(11% de sabineno), seguido do 13 (12% de sabineno e 16% de espatulenol).
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4.2.2.2.4 Analise geral

Os extractos utilizados que resultaram numa maior inibicao bacteriana foram os seguintes:

v" 0 extracto bruto apresenta melhor actividade contra a estirpe S. aureus.

v' Para Staphilococcus aureus = Extractos 7 e 12;

v' Para Escherichia coli = Extractos 52 e 53;

v Para Pseudomonas aeruginosa = Extractos 12 e 13.

Nota:
Tabela 4.11 - Composicdo dos extractos obtidos da separacao do 6leo de Schinus molle
Extractos Componentes (%)
a - pineno B - pineno Sabineno Espatulenol Terpen-4-ol

F7 19 2,5 25 - -
F12 - - 11 - -
F13 - - 12 16 -
F51 - - - 18 21
F52 - - - 14 25
F53 - - - 7 19

Os componentes maioritarios do o6leo essencial de Schinus molle, Sabineno, a-pineno e B-
pineno sao compostos hidrocarbonados e lipofilicos. Assim, tém a capacidade de se distribuir
pela membrana celular, aumentando a permeabilidade e destabilizando a estrutura das
células bacterianas. O Espatulenol e o Terpen-4-ol sdo alcoois sesquiterpénicos também
lipofilicos.

Podera haver uma possivel sinergia entre o sabineno e os pinenos, pois a fraccao 7 foi a
que teve melhores resultados em relacao a estirpe Gram-positiva.

No caso da bactéria Escherichia coli parece ser que os alcoois foram os componentes que
tiveram melhores resultados, apesar de nao serem muito conclusivos.

Em relagao a bactéria Pseudomonas aeruginosa as fraccées que contém o sabineno foram

as que apresentaram maior actividade bactericida.
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4.2.3 CMI e CMB - Método de Macrodiluicao:

A determinacdo da CMI e da CMB, foi realizada segundo a metodologia descrita
anteriormente, pela técnica de macrodiluicdo. Alguns dos problemas desta metodologia, é o
facto de ser muito trabalhosa, exigir algum tempo para a sua realizacdo e a emulsao do 6leo.

Os resultados encontram-se nas tabelas apresentadas a seguir. A interpretacao e critérios
para as CMI e CMB foram os seguintes: a maior diluicido que nao apresenta turvacao visivel a
olho nu é considerada como a CMlggservapa. PoOr conseguinte, a CMIgea. ira situar-se entre a
CMIlogservana € a diluicdo adjacente mais alta. Relativamente a CMB, esta é sempre considerada
menor ou igual a CMI, dado que representa o efeito bactericida no crescimento bacteriano em
meio de cultura soélido, correspondente a inibicdo de no minimo 99,9% do inoculo original.
Dado que nos nossos ensaios, foi usado um inoculo de 10® UFC/ml, consideramos como CMB as
placas que tenham um crescimento bacteriano < 0,1% do inoculo original, ou seja, o

corresponde a < 100 UFC/placa (pelo método de espalhamento de 0,1 ml).

Tabela 4.12 - Resultados experimentais de CMI e CMB para as trés estirpes como 6leo essencial S. molle.

* Oleo emulsionado numa solucao de Agar 0,15% + DMSO 5%.
* Adicao de 1 ml de Resazurina apos 18 horas / 37°C.

* Leituras efectuadas ao fim de 30 minutos da adicao da Resazurina.

Diluicdes S. aureus E. coli P. aeruginosa
3 mg/mL CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(Cor) (ufc/placa) (Cor) (ufc/placa) (Cor) (ufc/placa)
1:2 44,8 AE 0 AE 0 AE 0
1:4 22,5 AE 0 AE 0 AE 44
1:8 11,3 AE 0 R > 300 R > 300
1:16 5,6 AE 0 R > 300 NR NR
1:32 2,8 R > 300 NR NR NR NR
1:64 1,4 R > 300 NR NR NR NR
C - (negativo/esterilidade) AE 0 AE 0 AE 0
C+ (positivo/crescimento) R > 300 R > 300 R > 300

AE - Tonalidade azul/verde ; R - Tonalidade rosa/vermelho ; NR - Ensaio nao realizado.
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Tabela 4.13 - CMI e CMB reais e observadas, e concentragdes correspondentes do dleo essencial de
Schinus molle, de acordo com os resultados da tabela anterior.

S. aureus E. coli P. aeruginosa
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Valores observados
Diluicoes 1:16 1:16 1:4 1:4 1:4 1:4
Concentracao (mg/mL) 5,6 5,6 22,4 22,4 22,4 22,4
Valores reais
Diluicoes [1:16 ; 1:32] [1:4; 1:8] [1:4; 1:8]
Concentracao (mg/mL) [5,6 ; 2,8] [22,5; 11,3] [22,5 ; 11,3]
4.2.4 Comparacao entre os halos de inibicdo e a CMI e CMB:

Tabela 4.14 - Comparacdo dos halos de inibicao obtidos pela técnica de perfuracdo em agar;
macrodiluicao para determinagao da CMI e da CMB, para as trés estirpes.

Halos de inibicao (perfuracdo em agar) CMl e CMB, ¢
Estirpe [Oleo] Media [Oleo] [Oleo] [Oleo]
(mg/mL) (mm) (mg/70 pL) (mg/mL) (mg/mL)
S. aureus 90 15,3 6,3 [5,6; 2,8] [5,6; 2,8]
E. coli 90 5,2 6,3 [22,5; 11,3] [22,5; 11,3]
P. aeruginosa 90 5,0 6,3 [22,5; 11,3] [22,5; 11,3]

Nesta tabela, podemos constatar as diferencas, mais ou menos acentuadas entre os halos
de inibicao em placa e as CMI e CMB obtidas. De acordo com estes resultados, os valores sao

mais consistentes com a estirpe Gram-positiva, S. aureus.
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4.3 Modo de accao bacteriana:

0 modo de accao antibacteriana dos 6leos essenciais reflecte como estes conduzirdo a
morte da célula (microrganismo). Esta accao pode ser sugerida pela composicdo de cada dleo
essencial. Pensa-se que a actividade antibacteriana dos 6leos essenciais nao seja atribuida a
um sé mecanismo especifico, mas que existem varios alvos na célula, devido aos varios
componentes existentes nos oleos essenciais, como ja foi referido anteriormente. Nem todos
estes mecanismos se realizam em separado. Alguns sao afectados como uma consequéncia de
outro mecanismo.

Como se pode verificar neste estudo, ha componentes maioritarios no Schinus molle que
tém um efeito antimicrobiano mais acentuado, apesar de poder ser resultante de uma
sinergia entre os varios componentes constituintes do 6leo. O antagonismo entre as diversas

fraccbes também devera ser tido em conta.

4.4 Projectos futuros:

A area das bioactividades de Oleos essenciais € muito vasta e pode seguir variadas
direccbes em muitas areas. Dado que nesta tese se estudou a actividade antibacteriana do
oleo essencial Schinus molle no seu todo e também os seus componentes maioritarios, seria
interessante futuramente aprofundar as bioactividades deste 6leo essencial, tendo em conta

os seguintes pontos:

v/ Estudar mais aprofundadamente os efeitos sinérgicos e antagonicos dos varios
componentes maioritarios;

v' Estudar o modo de accdo bacteriana de cada componente maioritario dos oleos
essenciais;

v Estudar a existéncia de possiveis interaccoes entre o 6leo essencial e o emulsionante,
verificando se agem antagdnica ou sinergicamente, testando com varios tipos de
emulsionantes;

v' Os efeitos sinérgicos podem ser explorados de maneira a maximizar a actividade
antibacteriana e minimizar as concentragdes necessarias para atingir um efeito
antibacteriano especifico;

v" A estabilidade dos 6leos essenciais durante o processamento dos alimentos também
poderia ser estudada;

v' Também podera ser aperfeicoado o método de diluicdo em caldo (macrodiluicao)
utilizando o teste da Resazurina, visto que este facilita a interpretacao dos

resultados.
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Capitulo 5

Conclusao

Este trabalho teve como principal objectivo estudar as actividades antibacterianas do 6leo
essencial Schinus molle para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tendo sido
escolhidas as seguintes bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), representante da
flora humana superficial, como por exemplo a pele e fossas nasais, Escherichia coli (ATCC
25922) representante da flora intestinal, e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) uma
bactéria ubiqua representativa do meio ambiente. Para isso foram utilizadas trés
metodologias: difusdo em agar (perfuracdo em agar e pela técnica de vapor), diluicdo em
caldo (macrodiluicdo). Os ensaios realizados neste estudo basearam-se em técnicas ja
existentes e descritas em diversos artigos, ensaios experimentais que aqui nao sao descritos e
que ajudaram a aperfeicoar a pratica de modo a tentar obter resultados mais conclusivos e
metodologias mais consistentes. No nosso entender, a metodologia pratica para o estudo da
actividade antimicrobiana de oleos esséncias obtidos dos extractos de plantas deve ser
optimizado. Este trabalho pretende contribuir para tal.

A solucao de diluicdo/emulsao de Agar 0,15% + DMSO5% parece ser mais adequada, com
menor interferéncia nos resultados.

De acordo com os resultados e estudos prévios, o método de difusao em agar pela técnica
dos pocos é mais satisfatorio para a deteccao da actividade antibacteriana.

O teste de Resazurina permite uma melhor visualizacao do crescimento bacteriano pelo
método de macrodiluicdo (torna-se bastante dificil a visualizacdo da turvacdo devido a
emulsao do 6leo).

Concluimos que o extracto bruto do o6leo apresenta uma boa inibicdo da estirpe
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e uma fraca inibicdo das estirpes Gram-negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Para o extracto bruto do 6leo, houve uma melhor concordancia entre os resultados obtidos
nos métodos de difusdo em agar e diluicdo em caldo para Staphylococcus aureus.

Em relacdo ao estudo dos componentes do oleo essencial, concluiu-se que o efeito de
vapor é devido aos componentes a-pineno e o B-pineno.

O componente maioritario que podera potenciar os efeitos antibacterianos do 6leo sera o
sabineno. No entanto, este tera um maior efeito quando misturado com outros componentes
maioritarios, neste caso o a-pineno e o B-pineno. Comparando os resultados da fraccdo 7 e da
fraccao 12, verifica-se uma menor inibicdo no caso da fraccao 12 que € aquela que contém o
sabineno isolado, ou seja, podera haver efeitos sinérgicos entre estes dois compostos. Em
relacdo as fraccoes 52 e 53 também pode verificar-se uma inibicao fraca/moderada sobre a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, mas também sobre a bactéria Gram-negativa

Escherichia coli. Isso podera estar relacionado com a lipofilicidade dos componentes que é
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maior quanto maior for o peso molecular. Os alcoois sesquiterpénicos Espatulenol e terpen-4-
ol tém um maior peso molecular e a sinergia entre eles podera aumentar a lipofilicidade,
facilitando a permeabilizacdo da bactéria Gram-negativa. Comparando os resultados das
fraccoes 51, 52 e 53, também pode concluir-se que quando a percentagem de Terpen-4-ol é
muito maior que a de Espatulenol ha maiores efeitos bactericidas. Em relacao a fraccao 13
(12% Sabineno e 16% Espatulenol), os resultados da inibicao foram fracos, o que pode dever-se
a falta de sinergia entre estes compostos ou até presenca de antagonismo entre eles.

A bactéria mais resistente encontrada neste estudo foi Pseudomonas aeruginosa.

Em geral, conclui-se que o 6leo em estudo, Schinus molle, tem efeitos antibacterianos
fortes sobre bactérias Gram-positivas e mais fracos sobre as bactérias Gram-negativas. Os
componentes maioritarios tém bastante influéncia sobre esses efeitos antibacterianos,
reagindo sinergicamente entre eles e potenciando os efeitos. O que se encontra em maior
quantidade é o sabineno, no entanto a maior inibicdo bacteriana encontrada nao foi
provocada apenas pelo Sabineno, mas pela interaccao entre este composto e os Pinenos (a-
pineno e o 3-pineno).

0 oleo essencial Schinus molle podera ser uma alternativa na area alimentar e na area da
saude, entre outras, para a conservacao dos alimentos armazenados ou para proteccao contra
infeccoes nosocomiais, por exemplo.

Como vantagens tem as baixas concentracées necessarias para se conseguirem efeitos
antibacterianos e nao terem sido encontrados quaisquer efeitos toxicos, de acordo com os

artigos pesquisados.
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Anexos

Anexo |

= Oleo essencial de Schinus molle inteiro

Tabela 7.1 - Teste de Levene para igualdade de Variancias®

Variavel Dependente: Halos de inibicdo (mm)
F df1 df2 Sig.
8,614 20 105 ,000

Testa a hipotese nula que diz que a variancia do erro da variavel dependente é igual entre
grupos.
a. Interseccao + Estirpe + Diluicao + Estirpe * Diluicao

Tabela 7.2 - Teste de efeitos entre grupos.

Variavel dependente: Halos de inibicdo (mm)

R Soma dos Quadrado
Parametro . df L F Sig.
quadrados tipo Il da média
Modelo corrigido 10373,206° 20 518,660 2635,129 ,000
Intercepcao 21190,127 1 21190,127  107659,516  ,000
Estirpe 3950,540 2 1975,270 10035,645 ,000
Diluigao 5395,873 6 899,312 4569,086 ,000
Estirpe * Diluicdo 1026,794 12 85,566 434,731 ,000
Erro 20,667 105 ,197
Total 31584,000 126
Total Corrigido 10393,873 125

a. R quadrado = 0,998 (R Squared Ajustado = 0,998)

Verifica-se aqui que todos os valores sao significantes (p<0.05), ou seja, tanto as diluicdes
como os extractos do dleo afectam o diametro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao
entre os dois factores conclui-se que os factores estirpe e diluicao sao dependentes entre si
(p <0,05).

Como nao ha indicacdo de qual diluicao ou estirpe afecta mais a inibicdo bacteriana, é

necessario efectuar-se um teste post hoc.
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Por mdultiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes

resultados:

Tabela 7.3 - Comparacao entre os grupos das trés estirpes.

(I) Estirpe (J) Estirpe

E. coli 10,4762

S. aureus .
P. aeruginosa 12,9048

) S. aureus -10,4762°

E. coli .
P. aeruginosa 2,4286

P. S. aureus -12,9048"
aeruginosa E. coli -2,4286°

Baseado em médias observadas.

Diferenca de
médias (I-J)

Erro

padrao

,09681
,09681
,09681
,09681
,09681
,09681

0 termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,197

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05

,000
,000
,000
,000
,000
,000

Limite
inferior
10,2460
12,6746

-10,7064

2,1984

-13,1349

-2,6587

Intervalo de Confianca

Limite
superior
10,7064
13,1349
-10,2460

2,6587
-12,6746
-2,1984

Pode-se verificar que todas as estirpes sao estatisticamente significantes, pois o valor-p

<0,05.

78



Actividade antibacteriana dos dleos essenciais Schinus molle

Anexo |l

= Componentes do 6leo essencial de Schinus molle - Staphylococcus
aureus

Tabela 7.4 - Teste de Levene para igualdade de Variancias?

Variavel Dependente: Halos de inibicao (mm)
F df1 df2 Sig.
,534 17 90 ,929

Testa a hipotese nula que diz que a variancia do erro da variavel dependente é
igual entre grupos.

b. Intercepcao + Diluicdes +Extractos + Diluicoes * Extractos

Tabela 7.5 - Teste de efeitos entre grupos.

Variavel dependente: Halos de inibicao (mm)

Soma dos Quadrado
Parametro . df . F Sig.
quadrados tipo Il da média
Modelo corrigido 3551,380° 17 208,905 416,268 ,000
Intercepcao 33320,454 1 33320,454 66395,000 ,000
Diluicoes 1792,574 2 896,287 1785,959 ,000
Extractos 1558,824 5 311,765 621,229 ,000
Diluicées * Extractos 199,981 10 19,998 39,849 ,000
Erro 45,167 90 ,502
Total 36917,000 108
Total Corrigido 3596,546 107

a. R quadrado = 0,987 (R Squared Ajustado = 0,985)

Verifica-se aqui que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicoes
como os extractos do dleo afectam o diametro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao
entre os dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicao sao dependentes entre si
(p <0,05).

Nesta tabela nao ha indicacdo de qual diluicio ou extracto afecta mais a inibicao

bacteriana. Sendo assim, é necessario efectuar-se um teste post hoc.
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Por multiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes resultados:

Tabela 7.6 - Comparacao entre os grupos das diluicoes.

Intervalo de Confianca 95%

) J) Diferenca de Erro . . .
L L . _ Sig. Limite Limite

Diluices  Diluicées médias (I-J) padrao . . .
inferior superior

90 1:2 5,69 167 ,000 5,30 6,09
mg/ml 1:4 9,94 ,167 ,000 9,55 10,34
12 90 mg/ml -5,69° ,167 ,000 -6,09 -5,30

| 1:4 4,25 ,167 ,000 3,85 4,65

14 90 mg/ml -9,94° ,167 ,000 -10,34 -9,55

| 1:2 -4,25 167 ,000 -4,65 -3,85

Baseado em médias observadas.
0 termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,502

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05

Pode-se verificar que todas as diluices sao estatisticamente significantes, pois o valor-p
<0,05.
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Tabela 7.7 - Comparagao entre os varios extratos, em relacdo ao Staphylococcus aureus.

Intervalo de Confianca 95%

U] ) Diferenca de Erro . . T
Extractos Extractos médias (I-J) padrao Sig. Limite Limite
inferior superior
12 5,72 ,236 ,000 5,03 6,41
13 7,17 ,236 ,000 6,48 7,85
7 51 13,00 ,236 ,000 12,31 13,69
52 7,33 ,236 ,000 6,65 8,02
53 7,39 ,236 ,000 6,70 8,08
7 -5,72 ,236 ,000 -6,41 -5,03
13 1,44 ,236 ,000 ,76 2,13
12 51 7,28 ,236 ,000 6,59 7,97
52 1,61 ,236 ,000 ,92 2,30
53 1,67 ,236 ,000 ,98 2,35
7 7,17 ,236 ,000 -7,85 -6,48
12 -1,44 ,236 ,000 -2,13 -,76
13 51 5,83 ,236 ,000 5,15 6,52
52 A7 ,236 ,981 -,52 ,85
53 ,22 ,236 ,935 -, 47 ,91
7 -13,00° ,236 ,000 -13,69 -12,31
12 -7,28 ,236 ,000 -7,97 -6,59
51 13 -5,83 ,236 ,000 -6,52 -5,15
52 -5,67 ,236 ,000 -6,35 -4,98
53 -5,61" ,236 ,000 -6,30 -4,92
7 -7,33 ,236 ,000 -8,02 -6,65
12 -1,61 ,236 ,000 -2,30 -,92
52 13 -17 ,236 ,981 -,85 ,52
51 5,67 ,236 ,000 4,98 6,35
53 ,06 ,236 1,000 -,63 ,74
7 7,39 ,236 ,000 -8,08 -6,70
12 -1,67 ,236 ,000 -2,35 -,98
53 13 -,22 ,236 ,935 -,91 ,47
51 5,61 ,236 ,000 4,92 6,30
52 -,06 ,236 1,000 -,74 ,63

Baseado em médias observadas.
0 termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,502

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05
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Anexo Il

= Componentes do 6leo essencial de Schinus molle - Escherichia coli

Tabela 7.8 - Teste de Levene para igualdade de Variancias®

Variavel Dependente: Halos de inibicao (mm)
F df1 df2 Sig.
4,715 17 90 ,000

Testa a hipotese nula que diz que a variancia do erro da variavel dependente é
igual entre grupos.

c. Intercepcao + Diluicdes +Extractos + Diluicoes * Extractos

Tabela 7.9 - Teste de efeitos entre grupos.

Variavel dependente: Halos de inibicao (mm)

R Soma dos Quadrado .
Parametro . df . F Sig.
quadrados tipo Il da média
Modelo corrigido 1801,380° 17 105,964 400,142 ,000
Intercepcéo 8233,787 1 8233,787 31092,622 ,000
DiluicGes 695,907 2 347,954 1313,951 ,000
Extractos 856,602 5 171,320 646,944 ,000
Dilui¢cdes * Extractos 248,870 10 24,887 93,979 ,000
Erro 23,833 90 ,265
Total 10059,000 108
Total Corrigido 1825,213 107

a. R quadrado = 0,987 (R Squared Ajustado = 0,984)

Verifica-se aqui que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicées
como os extractos do dleo afectam o diametro dos Halos de inibicao. No caso da interaccao
entre os dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicao sao dependentes entre si
(p <0,05).

Nesta tabela nao ha indicacdo de qual diluicio ou extracto afecta mais a inibicao

bacteriana. Sendo assim, é necessario efectuar-se um teste post hoc.

83



Eunice Baltazar Pombo

Por mdultiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes

Tabela 7.10 - Comparacao entre os grupos das diluicoes.

resultados:

U] )
Diluicbes  Diluicoes
90 1:2

mg/ml 1:4
90 mg/ml
1:2
1:4
90 mg/ml
1:4
1:2

Diferenca de
médias (I-J)

4,25
6,06
-4,25'
1,81
-6,06
-1,81

Baseado em médias observadas.

O termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,265

Erro
padrao

,121
,121
,121
,121
,121
,121

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05

Sig.

,000
,000
,000
,000
,000
,000

Limite
inferior
3,96
5,77
-4,54
1,52
-6,34
-2,09

Intervalo de Confianca 95%

Limite
superior
4,54
6,34
-3,96
2,09
-5,77
-1,52

Pode-se verificar que todas as diluicdes sao estatisticamente significantes, pois o valor-p

<0,05.
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Tabela 7.11 - Comparacao entre os varios extratos, em relacao a Escherichia coli.

Intervalo de Confianca 95%

U] ) Diferenca de Erro . . T
Extractos Extractos médias (I-J) padrao Sig. Limite Limite
inferior superior
12 ,28 ,172 ,588 -,22 ,78
13 2,61 172 ,000 2,11 3,11
7 51 A7 ,172 ,926 -,33 ,67
52 -5,33" ,172 ,000 -5,83 -4,83
53 -4,44 172 ,000 -4,94 -3,94
7 -,28 ,172 ,588 -,78 ,22
13 2,33 172 ,000 1,83 2,83
12 51 - 11 172 ,987 -,61 ,39
52 -5,61" 172 ,000 -6,11 -5,11
53 -4,72 172 ,000 -5,22 -4,22
7 -2,61 172 ,000 -3,11 -2,11
12 -2,33 172 ,000 -2,83 -1,83
13 51 -2,44 172 ,000 -2,94 -1,94
52 -7,94 172 ,000 -8,44 -7,44
53 -7,06 172 ,000 -7,56 -6,56
7 -17 172 ,926 -,67 ,33
12 11 172 ,987 -,39 ,61
51 13 2,44 172 ,000 1,94 2,94
52 -5,50° 172 ,000 -6,00 -5,00
53 -4,61" 172 ,000 -5,11 -4,11
7 5,33 172 ,000 4,83 5,83
12 5,61 172 ,000 5,11 6,11
52 13 7,94 172 ,000 7,44 8,44
51 5,50 172 ,000 5,00 6,00
53 ,89° 172 ,000 ,39 1,39
7 4,44 172 ,000 3,94 4,94
12 4,72 172 ,000 4,22 5,22
53 13 7,06’ 172 ,000 6,56 7,56
51 4,61 172 ,000 4,11 5,11
52 -,89° ,172 ,000 -1,39 -,39

Baseado em medias observadas.
O termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,265

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05
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Anexo IV

= Componentes do 6leo essencial de Schinus molle - Pseudomonas
aeruginosa

Tabela 7.12 - Teste de Levene para igualdade de Variancias®

Variavel Dependente: Halos de inibicao (mm)
F df1 df2 Sig.
2,217 17 90 ,008

Testa a hipotese nula que diz que a variancia do erro da variavel dependente é
igual entre grupos.

d. Intercepcao + Diluicbes +Extractos + Diluicoes * Extractos

Tabela 7.13 - Teste de efeitos entre grupos.

Variavel dependente: Halos de inibicao (mm)

R Soma dos Quadrado .
Parametro . df L F Sig.
quadrados tipo Il da média
Modelo corrigido 307,750° 17 18,103 66,501 ,000
Intercepcao 5940,750 1 5940,750 21823,163 ,000
Diluicoes 236,056 2 118,028 433,571 ,000
Extractos 24,750 5 4,950 18,184 ,000
Diluicées * Extractos 46,944 10 4,694 17,245 ,000
Erro 24,500 90 ,272
Total 6273,000 108
Total Corrigido 332,250 107

a. R quadrado = 0,926 (R Squared Ajustado = 0,912)

Verifica-se que todos os valores sao significantes (<0.05), ou seja, tanto as diluicées como
os extractos do 6leo afectam o diametro dos Halos de inibicdo. No caso da interaccao entre os
dois factores conclui-se que os factores extracto e diluicdo sao dependentes entre si (p
<0,05).

Nesta tabela nao ha indicacdo de qual diluicdo ou extracto afecta mais a inibicao

bacteriana. Sendo assim, é necessario efectuar-se um teste post hoc.
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Por mdltiplas comparacoes e efectuando o teste de Tukey, obtém-se os seguintes
resultados:

Tabela 7.14 - Comparacao entre os grupos das diluicoes.

Intervalo de Confianca 95%

) J) Diferenca de Erro . . .
s I L _ Sig. Limite Limite

Diluices  Diluicées médias (I-J) padrao . . .
inferior superior

90 1:2 2,47 ,123 ,000 2,18 2,77

mg/ml 1:4 3,53 ,123 ,000 3,23 3,82
12 90 mg/ml -2,47 ,123 ,000 -2,77 -2,18

’ 1:4 1,06 ,123 ,000 ,76 1,35

o 90 mg/ml -3,53 ,123 ,000 -3,82 -3,23

| 1:2 -1,06" ,123 ,000 -1,35 -,76

Baseado em médias observadas.
O termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,272

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05

Pode-se verificar que todas as diluicdes sao estatisticamente significantes, pois o valor-p
<0,05.
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Tabela 7.15 - Comparacdo entre os varios extratos, em relacdo a Pseudomonas aeruginosa.

) J) . Intervalo de Confianca 95%
Diferenca de Erro .
Extracto Extract . . Sig. Limite Limite
médias (I-J) padrao

s 0s inferior superior
12 -,56 174 ,023 -1,06 -,05
13 72 174 ,001 -1,23 -,22

7 51 ,44 174 ,119 -,06 ,95
52 -,83° 174 ,000 -1,34 -,33
53 -,83° 174 ,000 -1,34 -,33
7 ,56° 174 ,023 ,05 1,06
13 -17 174 ,930 -,67 ,34

12 51 1,00 174 ,000 ,49 1,51
52 -,28 174 ,603 -,78 ,23
53 -,28 174 ,603 -,78 ,23
7 72 174 ,001 ,22 1,23
12 A7 174 ,930 -,34 ,67

13 51 1,17 174 ,000 ,66 1,67
52 11 174 ,988 -,62 ,40
53 -1 174 ,988 -,62 ,40
7 -,44 174 ,119 -,95 ,06
12 -1,00° 174 ,000 -1,51 -,49

51 13 1,17 174 ,000 -1,67 -,66
52 -1,28 174 ,000 -1,78 -77
53 -1,28 174 ,000 -1,78 -,77
7 ,83 174 ,000 ,33 1,34
12 ,28 174 ,603 -,23 ,78

52 13 1 174 ,988 -,40 ,62
51 1,28 174 ,000 ,77 1,78
53 ,00 174 1,000 -,51 ,51
7 ,83 174 ,000 ,33 1,34
12 ,28 174 ,603 -,23 ,78

53 13 11 174 ,988 -,40 ,62
51 1,28 174 ,000 ,77 1,78
52 ,00 174 1,000 -,51 ,51

Baseado em médias observadas.
0 termo erro refere-se ao Quadrado da média (Erro) = 0,272

*A diferenca de médias é significante no valor de 0,05
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