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RESUMO

A cérie dental € uma doenca cronica infecciosa multifatorial, que se caracteriza pelo
acumulo de microrganismos em superficie dentaria, formando o biofilme cariogénico,
sendo esta causada principalmente pela bactéria Streptococcus mutans. Outro agravo
de preocupacao mundial a saude, sdo as DTA’s, que sao doencas toxico-infecciosa,
causada pelo consumo de alimentos ou bebidas contaminadas por agente quimicos,
fisicos ou biolégicos, sendo esses ultimos os de maior incidéncia e deles se destacam
as bactérias. As DTA's resultantes de infeccdes bacterianas, sdo causadas
principalmente por Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus spp., Salmonella
spp., Shigella spp., Escherichia coli, e Klebsiela pneumoniae. Diante destes cenarios,
se faz necessaria pesquisas envolvendo a busca de novos agentes antimicrobianos,
como o estudo de plantas medicinais com possiveis propriedades antimicrobianas.
Neste sentido, os 6leos essenciais de origem vegetal e seus constituintes isolados,
sdo alternativas para o desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos prévios
realizados com Oleo essencial de patchouli e seu componente majoritario, o
patchoulol, relatam diversas propriedades bioldgicas, incluindo atividade antiulcera,
antinflamatoria e antimicrobiana. A monarda-rosa, possui grande enfoque e o 0leo
essencial de um dos seus quimiotipos apresenta mais de 90% de geraniol e possui
propriedades antimicrobiana, antitumoral e anti-helmintica. Outra planta que merece
destaque é o cominho, que possui na composi¢cdo de seu Oleo cerca de 30% de
cuminaldeido e exibe atividade antidiabética, antimicrobiana e antioxidante. Portanto,
0 objetivo do presente estudo é caracterizar quimicamente os referidos 6leos e e do
componente majoritério isolado do 6leo de patchulol, bem como avaliar seus efeitos
contra bactérias cariogénicas e contaminantes de alimentos. A identificacdo e a
guantificacdo dos componentes dos 6leos, foram feitas por meio de CG/EM e CG/DIC,
respectivamente. Ja para a elucidacdo estrutural do constituinte prevalente, foram
usadas técnicas espectrométricas de EM e RMN. A atividade antibacteriana foi
determinada pelo uso da técnica de microdiluicdo em pocos objetivando encontrar a
CIM e CBM das substancias frente a bactérias de interesse clinico. O efeito sinérgico
do oOleo de patchouli (OEPC) e do patchoulol com os antibidticos (ampicilina,
benzilpenicilina e oxacilina) foi avaliado através do teste de checkerboard, utilizando
uma cepa de S. aureus. A analise dos Oleos resultou na identificagdo de 26



constituintes, sendo 17 presentes no OEPC, cinco no de monarda-rosa (OEMF) e seis
no de cominho (OECC). Os componentes majoritarios identificados nos 6leos foram:
o patchoulol (37,1%), a-bulneseno (17,42%), a-guaieno (13,96%) e seicheleno
(8,52%) para OEPC; geraniol (92,3%) para OEMF; e cuminaldeido (51,7%), o-cymeno
(21,1%) e y-terpinene (11,7%) para OECC. Com relacdo a CIM dos OEPC, OEMF e
OECC, variaram de 250 a 8000 pg/mL e do patcoulol, constituinte isolado de OEPC,
variaram de 31,25 a 62,5 pg/mL. Para a CBM dos 0leos variaram de 500 a 8000 pg/mL
e do isolado de 31,25 a 125 pg/mL. O OEPC e o patchoulol apresentaram sinergismo
guando combinado com a oxacilina. Dessa forma, dentre os trés 6leos testados, o
OEPC foi o que apresentou melhor atividade, assim como 0 seu constituinte
majoritario, o patchoulol. Portanto, se faz necessario mais estudos sobre o potencial

terapéutico destes produtos naturais.

Palavras-chaves: Infecgbes Bacterianas; Patchouli; Monarda-Rosa; Cominho;

Ensaios microbiologicos.



ABSTRACT

Dental caries is a chronic multifactorial infectious disease characterised by the
accumulation of microorganisms on the tooth surface, forming a cariogenic biofilm,
caused mainly by the bacterium Streptococcus mutans. Another health problem of
global concern is the DTA's, which are toxic-infectious diseases caused by the
consumption of food or drink contaminated by chemical, physical or biological agents,
the latter being the most common, especially bacteria. DTA's resulting from bacterial
infections are mainly caused by Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus
spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli and Klebsiela pneumoniae.
Given these scenarios, research is needed into the search for new antimicrobial
agents, such as the study of medicinal plants with possible antimicrobial properties. In
this sense, essential oils of plant origin and their isolated constituents are alternatives
for the development of new medicines. Previous studies on patchouli essential oil and
its main component, patchoulol, have reported various biological properties, including
antiulcer, anti-inflammatory and antimicrobial activity. Monarda rosa is a plant of great
interest and the essential oil of one of its chemotypes contains more than 90% geraniol
and has antimicrobial, antitumour and anthelmintic properties. Another plant worth
mentioning is cumin, whose oil contains around 30 per cent cuminaldehyde and
exhibits antidiabetic, antimicrobial and antioxidant activity. Therefore, the aim of this
study is to chemically characterise these oils and the major component isolated from
patchulol oil, as well as to assess their effects against cariogenic bacteria and food
contaminants. The components of the oils were identified and quantified using GC/MS
and GC/DIC, respectively. MS and NMR spectrometric techniques were used to
elucidate the structure of the predominant constituent. Antibacterial activity was
determined using the microdilution in wells technique in order to find the MIC and MBC
of the substances against bacteria of clinical interest. The synergistic effect of patchouli
oil (OEPC) and patchoulol with antibiotics (ampicillin, benzylpenicillin and oxacillin)
was assessed using the checkerboard test on a strain of S. aureus. Analysis of the oils
resulted in the identification of 26 constituents, 17 of which were present in OEPC, five
in monarda rosa (OEMF) and six in cumin (OECC). The major components identified
in the oils were: patchoulol (37.1%), a-bulnesene (17.42%), a-guaiene (13.96%) and
seichelene (8.52%) for OEPC; geraniol (92.3%) for OEMF; and cuminaldehyde



(51.7%), o-cymene (21.1%) and y-terpinene (11.7%) for OECC. The MICs for OEPC,
OEMF and OECC ranged from 250 to 8000 pg/mL and for patcoulol, a constituent
isolated from OEPC, from 31.25 to 62.5 pg/mL. The CBM of the oils ranged from 500
to 8000 pg/mL and of the isolate from 31.25 to 125 pg/mL. OEPC and patchoulol
showed synergism when combined with oxacillin. Thus, of the three oils tested, OEPC
showed the best activity, as did its main constituent, patchoulol. Further studies into

the therapeutic potential of these natural products are therefore necessary.

Keywords: Bacterial Infections; Patchouli; Monarda Rose; Cumin; Microbiological

tests.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 1946, saude é definida
como um estado de completo bem-estar fisico, mental e social, e ndo apenas como a
auséncia de doenca ou enfermidade (Brasil, 2020). A quebra deste bem-estar,
significa ruptura no processo de saude, como as infec¢cBes, causadas por
microganismos, que representam um dos grandes desafios atuais da saude publica,
acarretando em altas taxas de morbi-mortalidade, aumento no tempo de internacao

e nos gastos do sistema de saude (Trentin; Giordani; Macedo, 2013).

Dessa forma, uma causa muito comum de fragilidade da saiude humana, séo
as infec¢des bacterianas resultantes em doencas. Sendo que a maioria das bactérias
gue constituem a microbiota sdo in6cuas ou mesmo benéficas para os
hospedeiros. Por exemplo, a microbiota gastrointestinal modula varias fungfes
intestinais importantes, incluindo absorcao e processamento de nutrientes. Entretanto,
as infec¢Bes por bactérias patogénicas é a causa de numerosas epidemias e doencas
graves, como a peste por Yersinia pestis, a célera por Vibrio cholerae, a tuberculose
por Mycobacterium tuberculosis, a gastroenterite por Listeria monocytogenes de
origem alimentar ou espécies de Salmonella, bem como ulceras pépticas e canceres

gastricos por Helicobacter pylori (Staedel; Darfeuille, 2013).

A carie dental é uma enfermidade de importancia clinica a nivel mundial
caracterizada por ser uma doenca cronica e multifatorial, que decorre de um processo
dindmico que acontece dos acumulos bacterianos aderidos as superficies dentarias,
formando assim o biofilme cariogénico (Henz et al., 2018). Esta possui carater
multifatorial, uma vez que esta relacionada a elementos como habitos alimentares,
higienizacao oral, qualidade salivar, carga genética e, e condi¢cdes socioeconémicas.
Além disso, caso ndo seja tratada a tempo, pode resultar na destruicdo dos tecidos
gue compde os dentes (Bezerra et al., 2020).

A carie é considerada como uma das principais doengas de prevencao e
tratamento do ser humano, a qual atinge pessoas de todas as idades. A OMS, em seu
Relatorio Mundial sobre o Estado da Saude Oral (2022), estimou que em todo o
mundo, cerca de 2 bilhdes de pessoas sofrem de caries em dentes permanentes,
enquanto 514 milh&es de criancas sofrem de caries em dentes de leite. Além disso, a
prevaléncia de carie em adultos e criangas até 2019, é maior em paises do continente
Asiético (OMS, 2022).
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Na cavidade bucal, existe um grupo limitado de microrganismos encontrados
capazes de produzir &cidos em quantidade suficiente para causar a desmineralizacao
do esmalte dentaria, com destaque bactérias da familia Streptococcaceae, mais
especificamente a espécie Streptococcus mutans. Esse microorganismo esta
relacionado com a fase inicial da carie e os Lactobacillus spp.com infec¢éo posterior

da doenca (Cawabhisa et al., 2020).

A viruléncia do S. mutans esta associada principalmente a trés fatores, o
primeiro é a habilidade de formar biofilmes capazes de se aderirem a superficie
dentaria, o segundo é a eficacia em produzir grandes gquantidades de acidos
organicos, a partir de carboidratos ingeridos na dieta e, a terceira € a capacidade de

tolerar as condi¢cdes adversas do ambiente bucal (Ferreira; Ferreira; Mello, 2021).

Existem duas formas de controle do biofilme, a primeira é o controle mecanico
gue promove uma desorganizacdo da placa bacteriana presente no tecido dentéario
gue € uma forma segura para a conservacao da saude bucal. Ja a outra, é o controle
guimico por meio da acdo de substancias antimicrobiana que podem eliminar os
agentes etiologicos da cérie e pelo efeito benéfico dos antissépticos bucais, que atuam
como coadjuvantes do controle mecanico (Menezes et al., 2020).

Entretanto, o uso continuo de antissépticos bucais € contraindicado, pois esse
apresenta diversos efeitos colaterais, dentre eles cabe citar o aparecimento de
manchas acastanhadas nos dentes, erosdo do esmalte dentario, perturbacdo do
paladar (Sabbo et al., 2020) e o desenvolvimento de resisténcia bacteriana quando
esses produtos sdo usados de forma abusiva (Alves et al.,, 2021). Em adicdo, os
antissépticos bucais atuam como coadjuvantes ou substitutivos ao controle mecanico
do biofilme, para pessoas com dificuldade motora de realizar uma boa higiene (Silva
et al., 2021).

Outro agravo de importancia clinica e de preocupagédo mundial a saude, sao as
infecgBes por bactérias que causam as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA),
ocasionando intoxicacdo ou infeccdes aos seres vivos, causada pelo consumo de
alimentos ou bebidas contaminadas com microrganismos, parasitas ou substancias
toxicas (Vidal et al., 2022).

De acordo com Fernandez et al. (2021), as causas da contaminacdo de

alimentos podem ser quimicas (compostos inorganicos téxicos, antimicrobianos,
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promotores de crescimento, aditivos alimentares toxicos, lubrificantes e tintas, toxinas
naturais, desinfetantes, metais pesados, pesticidas e substancias usadas na
agricultura), fisicos (fragmentos de vidro, metal, madeira ou outros que podem causar
danos ao consumidor) e principalmente biolégicos (bactérias, parasitas, virus e

prions).

As bactérias sdo as que mais se destacam quanto a intoxicacao alimentar, por
exemplo as bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Clostridium spp. e
Bacillus spp.) e gram-negativas (Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae), sdo as que mais provocam 0S
sintomas das DTA (Abu-Zaid et al., 2022).

As principais DTA sao diarreia, vomito, nauseas, choque séptico, hepatite,
dores de cabeca e febre (INS, 2018). Que por sua vez podem evoluir para
consequéncias mais graves das DTA, que incluem insuficiéncia renal e hepética,

distarbios cerebrais e neurais, artrite reativa, cancer e morte (OMS, 2023).

Segundo a OMS (2023), todos os anos, quase 1 em cada 10 pessoas em todo
o mundo adoece ap0s ingerir alimentos contaminados, levando a mais de 420.000
mortes, sendo as criangas as mais afetadas de forma desproporcional, com 125.000
mortes em pessoas com menos de 5 anos de idade. AS DTA estao intimamente
ligadas a pobreza em paises de baixa e média renda, mas s&o um problema crescente

de saude publica em todo o mundo.

Os antibidticos revolucionaram a medicina, salvando milhares de vidas,
tratando doencas ocasionadas por bactérias. No entanto, uma ameaga crescente vem
minando a eficacia desses medicamentos, a resisténcia bacteriana aos antibidticos,
definida como a capacidade de uma bactéria de sobreviver a concentracfes de
antibiéticos que inibem/matam outras bactérias da mesma espécie, agravando a

problematica de doencas bacterianas (Alds, 2015).

Neste contexto, a obtencdo de novos agentes antimicrobianos se tornou um
desafio nos Ultimos tempos e inimeras pesquisas tém sido desenvolvidas
objetivando a utilizacdo de diferentes espécies de plantas vegetais, pois representam
promissoras fontes de matéria-prima para descoberta de novos farmacos que possam
ser utilizados para estas aplicacdes terapéuticas, levando-se em consideracédo que a

diversidade molecular dos produtos naturais (PN) é muito superior aquela derivada de
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produtos sintéticos (Neves et al., 2017). Extratos vegetais, 0leos essenciais de plantas
e seus componentes isolados evidenciam ser potencialmente eficazes no controle de
microrganismos, sugerindo a utilizacdo desses produtotos naturais (PN) como meio
alternativo na terapéutica odontologica (Alves et al., 2021), na conservacao de
alimentos (Ribeiro et al., 2023) e e tratamento de intoxicagbes microbianas
relacionadas a DTA (Haluch et al. 2020).

Os 6leos essenciais sao misturas de compostos organicos volateis, produzidos
a partir do metabolismo secundéario vegetal e representam uma importante fonte
renovavel e natural com potencial para prospeccdo de novos compostos com
propriedades farmacolégicas (Chouhan; Sharma; Guleria, 2017; Shafi; Zahoor, 2021).
Com relacdo ao mecanismo de acdo antibacteriana, tanto os 0Oleos, quanto seus
constituintes isolados sao capazes de interagir em diferentes alvos moleculares e nas
funcbes das células bacterianas, principalmente, na inibicdo da sintese de acido
nucléico e proteinas, na inativacdo de componentes intracelulares e enzimas, e
provocando distirbios nas propriedades da membrana citoplasmatica e no

metabolismo energético (Alvarez-Martinez et al., 2021).

Dentre 6leos essenciais com reconhecido potencial antimicrobiano, destacam-

se os 6leos de Pogostemon cablin, Monarda fistulosa e Cuminum cyminum

Pogostemon cablin (Lamiaceae), conhecido popularmente como patchouli, é
uma planta empregada na medicina tradicional para o tratamento de resfriados,
nauseas, febre, dor de cabeca e diarreia (Junren et al., 2021). O 6leo essencial de
suas folhas possui propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, antitlcera,
anticolite, antimucosite e protetores contra danos cerebrais e pulmonares
comprovadas (Li et al., 2023). O principal componente desse 6leo é o patchoulol, um
alcool sesquiterpénico conhecido por suas atividades farmacol6gicas como
antinflamatoério, antisséptico, diurético, sedativo, antimutagénico, antiviral e

antimicrobiana (Van Beek; Joulain, 2018; Pandey et al., 2022).

7

Também pertencente familia Lamiaceae, a espécie M. fistulosa é utilizada
popularmente para tratar infec¢des de pele, feridas e febres (Lawson; Satyal; Setzer,
2021). O oleo volatil de suas folhas possue grande potencial biotecnoldgico, em
especial o quimiotipo rico em geraniol que compde mais de 90% do 6leo (Keefover-

Ring, 2022). Assim, tanto o 6leo, quanto o geraniol, apresentam diversas propriedades
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terapéuticas, por exemplo, efeito antinflamatorio, antimicrobiano e antitumoral (Zhang
et al., 2019).

Cuminum cyminum, popularmente conhecida como cominho, € uma planta da
familia Apiaceae usada na medicina popular para o combate a véarias enfermidades,
entre elas a diarreia, dispepsia e reduzir a acidez géstrica e a flatuléncia (Allaq et al.,
2020). O d6leo das sementes de C. cyminum, com elevado teor de cuminaldeido, é
conhecido por seus efeitos antinociceptivos, antidiabéticos, antineuropaticos,
antinflamatoérios antimicrobianos e entre outros (Ebada, 2017; Merah et al., 2020;
Chaudhry et al., 2020).

Além de destacarem a eficacia de 6leos essenciais contra uma ampla gama de
contra microrganismos patogénicos, trabalhos publicados relatam a atividade
antibacteriana de diversas combinag¢des de O6leos essenciais com antiobioticos
comerciais (Rocha et al., 2021). Essa ultima abordagem tem chamada a atencéo da
comunidade cientifica, pois revela que interacdes sinérgicas entre 6leos e antibioticos
€ mais eficaz em comparacdo a monoterapia convencional, reduzindo os efeitos

colaterais e a dosagem necessaria do medicamento (Pirog; Kliuchka, 2024).

Diante do exposto, 0 presente trabalho visa estudar quimicamente os Oleos
essenciais de P. cablin, M. fistulosa e C. cyminum, e de patchoulol; como também
avaliar o seu potencial antimicrobiano contra bactérias causadoras de carie e
contaminantes de alimentos; além de investigar o efeito sinérgico da combinacao de
antibiéticos com os fitoquimicos que se mostraram mais ativos nos ensaios

antimicrobianos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antibacteriana e sinérgica dos
Oleos essenciais de Pogostemon cablin, Monarda fistulosa e Cuminum cyminum, e do

composto isolado, o patchoulol.

2.2 Objetivo Especifico

¢ Quantificar e identificar os constituintes dos 6leos essenciais de P. cablin, M.
fistulosa e C. cyminum de origem comercial, através do CGDIC e do CGEM,
respectivamente;

e |solar o composto majoritario do 6leo essencial de P. cablin;

e Caracterizar quimicamente o componente majoritario isolado do P. cablin, por
meio de técnicas espectroscopicas de RMN 'H e de RMN 13C;

e Avaliar a CIM e CBM dos compostos testados frente as bactérias utilizadas,
através do método de microdiluicdo seriada;

e Verificar a presenca da atividade sinérgica do 6leo essencial de P. cablin e de

seu composto majoritario isolado.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos Microbioldgicos da Carie Dental

A carie dentaria é definida como uma doenca marcada por uma alteracdo
ecoldgica e/ou metabdlica no ambiente do biofilme dentério, ocasionada por episodios
frequentes de exposicao a carboidratos alimentares fermentaveis. Assim, ocorre uma
alteracdo dos microrganismos da doenca carie, que antes eram equilibrados e de
baixa cariogenicidade, para uma populacdo de microrganismos desequilibrada de alta
cariogenicidade (Batista; Vasconcelos; Vasconcelos, 2020).

Esta é caracterizada como uma doenca crbnica e multifatorial, que apresenta
um desequilibrio entre a perda de minerais (desmineralizacéo) e o ganho de minerais
(remineralizacdo) nos tecidos mineralizados do dente, provocando a doenca
(Karched; Ali; Ngo, 2019). Assim, a carie dentaria é dependente de quatro fatores
principais a microbiota, o hospedeiro, a dieta e o tempo (Bernardes; Dietrich; Franca,
2021).

As lesOes cariosas podem ser classificadas em Mancha Branca, caracterizando
o inicio da dissolucdo do esmalte, as lesbes desintegram as superficies de esmalte
com a formacao de microcavidades, apresentando diferentes padrdes de dissolugao
da estrutura. A Carie Oclusal que possui fossulas e fissuras presentes na face oclusal
e faz com que se relacione a alta incidéncia de carie dentaria a essa superficie. A
Cérie de Superficie Lisa que se caracterizam por estarem localizadas nas superficies
vestibulares e linguais das estruturas dentérias. E a Céarie Radicular, em que a ma
higiene bucal e a perda de suporte periodontal devido a idade causam retracdo da
margem gengival, expondo a jungcdo amelocementaria, ou seja, inicio da raiz dentaria

(Batista; Vasconcelos; Vasconcelos, 2020).

Na boca, existe uma comunidade microbiana altamente diversificada que
interage constantemente com a pelicula salivar presente na superficie dos dentes, a
partir da qual pode se iniciar a formacdo da placa cariogénica, que se da,
principalmente, pela a acdo de bactérias, em especial bactérias do género
Streptococcus, que tem presenca majoritaria na microbiota oral, cerca de 50% (He et
al., 2016; Maasi et al., 2022).
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7

A carie é um dos principais agravos relacionados a saude bucal, podendo
interferir no bem-estar e na qualidade de vida, de quem €& acometido. Além disso, a
carie dentaria ainda € um dos maiores problemas de saude publica do mundo,
responsavel pela maior causa de perda dentéria na populagcéo (Silva et al., 2018).
Cabe salientar ainda, que de acordo com a ultima Pesquisa Nacional de Saude Bucal
no Brasil, em 2010, cerca de 37 mil pessoas de todas as faixas etarias, equivalentes
ha 12,2% da populacdo pesquisada, apresentaram caries dentarias, o que mostra a

urgéncia em combater esse problema de saude (Brasil, 2012).

O Streptococcus mutans € o principal agente etiolégico da carie, além dele,
cabe destacar o S. mitis, S. oralis, S. salivarius, S. sobrinus, S. gordonii e S. sanguinis,
gue também participam do processo de formacéao do biofilme cariogénico (Chen et al.,
2020).

Além dessas, outras evidéncias apontam que espécies bacterianas produtoras
de &cidos dos géneros Veillonella, Scardovia, Lactobacillus e Propionibacterium,
podem estar presentes no dente como colonizadores e indutores de condi¢des

cariogénicas na cavidade oral (Chen et al., 2020).

O tratamento minimamente invasivo da cérie dentaria € uma abordagem que
considera o tratamento de lesdes cariosas com técnicas conservadoras para
preservar a estrutura maxima do dente. Este tratamento também é uma estrutura
conceitual que abrange desde a prevencao primaria e o gerenciamento do processo
da doenca cérie até o gerenciamento de lesGes cariosas por meios cirlrgicos e nao

cirdrgicos (Giacaman et al., 2018).

3.1.1 Streptococcus mutans

O S. mutans esta consistentemente relacionado ao inicio e desenvolvimento da
carie, podendo se tornar dominante nos biofilmes orais e levando ao desenvolvimento
de caries dentéarias. Além disso, para a dominancia desta bactéria sobre as demais,
depende da expresséao e densidade celular das bacteriocinas mutacina IV e mutacina
V, que inibem o desenvolvimento de outras bactérias na cavidade oral (Pezzotti et al.,
2023).

O potencial cariogénico dessa bactéria reside em trés atributos principais: (1) a

capacidade de sintetizar grandes quantidades de polimeros extracelulares de glucana
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(exopolissacarideos) a partir da sacarose que auxiliam na colonizagcédo permanente de
superficies duras e no desenvolvimento da matriz polimérica extracelular in situ, (2) a
capacidade de transportar e metabolizar uma ampla gama de carboidratos em acidos
organicos (acidogenicidade), através de genes que codificam a glicosiltransferase e
(3) a capacidade de se adaptar sob condi¢cdes de estresse ambiental, particularmente
baixo pH, com caracteristicas aciduricas, por meio de um sistema de agmatina

deiminase e F-ATPase codificados pelo aguBDAC operon e gene atpD (Garcia et al.,

2021; Kalpavriksha et al.,2021).

A desmineralizacdo da superficie dental € causada pelos acidos organicos
produzidos durante a metabolizacdo dos carboidratos pelas bactérias, esses acidos
tornam o fluido do biofilme insaturado em relacéo as propriedades de solubilidade do
esmalte dental, ocorrendo um desequilibrio entre o biofime e o hospedeiro,
resultando na perda de mineral que podem variar entre condicdes leves, lesbes em
estagio subclinico e estagios avancados, podendo resultar na destruicdo coronaria
total (Henz et al., 2018).

Cabe salientar, que a viruléncia do S. mutans esta diretamente relacionado com
a dieta do hospedeiro, por exemplo a ingestédo frequente de sacarose, podem servir
como catalisador para a formacéo de biofilme cariogénico, uma vez que este agucar
serve como substrato para a producao de exopolissacarideos (EPS) e acidos. Assim,
0 S. mutans é o principal produtor de EPS na cavidade oral, sendo ao mesmo tempo
acidogénico e acidurico. Os patdégenos embutidos na matriz rica em EPS persistem e
produzem nichos acidos com valores de pH préximos a 4,5, que corroem o0 esmalte-
apatita dos dentes e levam ao aparecimento de céaries dentérias. A presenca de matriz
extracelular, com suas barreiras locais e microambiente alterado, reduz o acesso aos
medicamentos, desencadeia a tolerancia bacteriana aos antimicrobianos, ao mesmo
tempo que aumenta a estabilidade mecéanica dos biofilmes, tornando-os dificeis de

tratar ou remover (Gao et al., 2016).

3.2 Aspectos Microbiologicos da Contaminacao de Alimentos

Os microganismos podem se associar aos alimentos durante qualquer etapa
do processo de producdo, como manuseio, processamento, acondicionamento,

estocagem, distribuicdo e no preparo para 0 consumo, ocasionando a contaminacao
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dos alimentos e permitindo que estes produtos cheguem aos consumidores. Os
microganismos que sobreviverem aos processos de producdo aplicados durante o
preparo e acondicionamento dos alimentos poderdo causar danos a saude do
consumidor (Coutinho et al., 2020).

No Brasil, no periodo de 2007 a 2020, foram notificados, por ano, uma média
de 662 surtos de DTA’s, com o envolvimento de 156.691 doentes (média de 17
doentes/surto), 22.205 hospitalizados e 152 obitos (Brasil, 2023). As principais
bactérias causadoras de DTA’s no Brasil, sdo a Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os sintomas associados a infeccdo séo: diarreia, nauseas,
vomitos, dores abdominais, febre e falta de apetite, jA manchas e prurido pelo corpo

sdo caracteristicos de intoxicacdo (Amaral et al., 2021).

Assim, as DTA’s séo parte de um dos maiores problemas de saude publica,
atingem toda populagdo e em sua maioria as camadas menos favorecidas, criangas e
idosos (Soragni; Barnabe; Mello, 2019). E o tratamento, normalmente, baseia-se em
medidas de suporte para evitar a desidratacdo e 0Obito, pois, em sua maioria, Sao
doencas autolimitadas, ou seja, os sintomas dependem de cada caso (Amaral et
al., 2021).

Existem varios agentes etioldégicos causadores de DTA’s que, somados a
fatores como as mas condigcbes de higiene e a exposicdo a agua e alimentos
contaminada, geram riscos para a ocorréncia de patologias seja na forma de infeccbes
ou intoxicacdes, acometendo de forma cronica ou aguda, podendo caracterizar surtos
epidémicos - sendo disseminada ou localizada - e se apresentando de variadas
formas clinicas (Soragni; Barnabe; Mello, 2019).

Dessa forma, as DTA’s s@o causadas e disseminadas em todo mundo devido
a contaminagao por microganismos, parasitas, agentes quimicos ou fisicos de agua e
alimentos. Diversos sdo os agentes microbianos causadores de DTAs, sendo 0s mais
frequentes as bactérias do género Salmonella spp., E. coli, Bacillus cereus e

Staphylococcus aureus (Sirtoli; Comarella, 2018; Soragni; Barnabe; MellO, 2019).

Assim, as DTA podem se manifestar das seguintes formas: infec¢des, que sédo
doencas que resultam da ingestdo de um alimento que contenha organismos
prejudiciais a saude, como exemplo a salmonelose, hepatite viral tipo A e

toxoplasmose. As intoxicacdes alimentares, que ocorre quando uma pessoa ingere
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alimentos com substancias téxicas, incluindo as toxinas produzidas por
microrganismos, como bactérias e fungos, a citar o botulismo, intoxicacédo
estafilococica e toxinas produzidas por fungos. E as téxico-infec¢do, que séo doencas
resultantes da ingestdo de alimentos que apresentam organismos prejudiciais a
saude, sendo que eles ainda liberam substancias toxicas, como a colera (Brasil,
2008).

3.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa, causadora tanto de infeccao
guanto toxinfeccao alimentar, seu periodo de incubacao é de 12 a 72 horas e a doenca
dura entre 2-7 dias e seus principais sintomas séo diarreia e vomito (Soragni; Barnabe;
Mello, 2019). Esta uma espécie bacteriana pertencente a familia Enterobacteriaceae,
e é altamente diversificada que inclui cepas comensais intestinais inofensivas e
patdgenos intestinais e extraintestinais virulentos. (Bonten et al., 2021).

A E. coli é uma bactéria aerébica predominante na microbiota intestinal, embora
seja superada em numero por bactérias anaerdbicas. As cepas de E. coli podem
causar patologias extraintestinais como infec¢des do trato urindério, diversas infecgdes
intra-abdominais, pulmonares, de pele e tecidos moles, meningite neonatal e
bacteremia, além das patologias intestinais a citar a diarreia, incluindo a sindrome

hemolitica e urémica (Denamur et al., 2020).

A gama de infec¢des causadas por E. coli pode ser atribuida a extensa mutacao
no contetdo de DNA que existe entre os diferentes tipos de cepas. Estas mutacdes
refletem a variacdo no conteudo genético e estdo tipicamente associadas a
patogenicidade e a resisténcia adquiridas contra antibioticos (Sarowska et al., 2019).
A E. coli patogénica pode ser distinguida de sua contraparte ndo patogénicas pela
presenca de genes de viruléncia, que codificam adesinas, invasinas, fatores de
absorcao de ferro, protetinas e toxinas (Sora et al., 2021).

A viruléncia dessa bactéria se baseia em trés mecanismos principais, o
primeiro, € a aquisicdo de um novo gene e/ou uma nova funcéo, por meio da
transferéncia horizontal de genes mediada por elementos genéticos moveis, incluindo
plasmideos, fagos e elementos integradores e conjugadores. O segundo mecanismo

€ a inativacao de genes cuja expressao € incompativel com a viruléncia. Ja o terceiro
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€ 0 mecanismo envolve mutagfes pontuais que levam a uma mudanca de funcéo
(Denamur et al., 2020).

3.2.2Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae e é descrita
como uma bactéria gram-negativa, encapsulada e imovel. Esta bactéria normalmente
coloniza as superficies mucosas humanas da orofaringe e do trato
gastrointestinal, uma vez que a bactéria entra no corpo, ela pode apresentar altos
graus de viruléncia e resisténcia a antibioticos. Além disso, ela tem sido associada a
pneumonia em populacdes de pacientes com transtorno por uso de alcool ou diabetes
mellitus (Ashurst; Dawson, 2023).

Assim, a K. pneumoniae € um patégeno oportunista capaz de causar diversas
infeccdes. Classicamente, sabe-se que K. pneumoniae causa pneumonia, infecgoes
do trato urinario e bacteremia em pacientes imunocomprometidos ou frequentemente
expostos aos cuidados de saude. Entretanto, com o passar do tempo estas adquiriram
resisténcia aos carbapenémicos pertencem as Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos (CRE) e representam uma preocupacdo a OMS (Choby; Howard-
Anderson; Weiss, 2019).

Existem quatro fatores virulentos identificados em K. pneumoniae, 0 primeiro
séo as adesinas pili do tipo 1 e 3, e promove adeséo bacteriana a células epiteliais,
imunes e superficies abidticas. O segundo é a capsula e desempenha um papel vital
na protecédo de K. pneumoniaea a partir das respostas imunes do hospedeiro, sua
viruléncia pode ser causada por outros fatores como o gene RmpA que regula sua
sintese. Ja o terceiro sdo os lipopolissacarideos, e fazem com que aKkK.
pneumoniae ndo seja reconhecido pela célula hospedeira, inibindo a resposta
inflamatéria e reduzindo a depuracdo para bactérias. E o quarto sdo 0s
transportadores de ferro, uma vez que o ferro é fundamental para o crescimento e
replicacdo das bactérias, sendo o sistema de absorcao de ferro mais importante, a

enteromicina que tem a maior afinidade pelo ferro (Wang et al, 2020).

Contudo, uma caracteristica critica da K. pneumoniae que permitiu a sua
evolucao continua é a capacidade de adquirir novo material genético, entre ele vérios

genes de viruléncia, e como resultado, dois patoétipos denominados K. pneumoniae
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cldssica e K. pneumoniae hipervirulenta. Sendo o patétipo hipervirulento capaz de
infectar pessoas saudaveis e ocasionar infeccdes em quase todas as partes do corpo.
Alguns exemplos dessas sindromes infecciosas incluem abscessos nao hepaticos,

pneumonia, fasceite necrosante, endoftalmite e meningite (Russo; Marr, 2019).

3.2.3 Staphylococcus aureus

O S. aureus é uma bactéria comensal gram-positiva da microflora humana que
existe, aparentemente de forma benigna, em varios locais do hospedeiro. No entanto,
como agente patogénico oportunista, também pode causar uma série de doencas
graves. As doencas causadas por S. aureus variam desde pequenas infeccdes
cutaneas, intestinais e respiratorias até bacteremia e meningite (Pidwill et al., 2021).

As infeccdes por S. aureus sdo particularmente problematicas devido a
ocorréncia frequente de resisténcia a antibiéticos em S. aureus, entre 0s quais cepas
resistentes a penicilina. Além disso, o S. aureus resistente a meticilina sdo os mais
importantes clinicamente, essas infeccdes sdo acompanhadas por aumento de
mortalidade, morbidade e internacdo hospitalar, em comparagcdo com aquelas
causadas por S. aureus sensivel a meticilina (Guo et al., 2020).

O processo de viruléncia desta bactéria se da por meio de uma infinidade de
toxinas e fatores de evaséo imunologica, além de uma vasta gama de fatores proteicos
e nao proteicos que permitem a colonizacdo do hospedeiro durante a infeccdo. E
ainda, a os mecanismos de resisténcia a antibioticos adiquiridos ao modificar o
genoma (Cheung; Bae; Otto, 2021).

Vale salientar, que a intoxicacdo alimentar € um caso especial de infeccao
aguda ocasionada por S. aureus em gque sdo ingeridos alimentos contaminados
contendo enterotoxinas estafilococicas, que causam émese e envolve a inducdo da
liberacdo de histamina dos mastdcitos intestinais, provovando a evasao do sistema
imunolégico. Os principais sintomas da intoxicacdo alimentar estafilococica incluem
nauseas, colicas abdominais e vomitos, que se desenvolve apds a ingestdo dos

alimentos contaminados com S. aureus (Ono et al., 2019).

No final da década de 1990, foi observada uma mudanca notavel na
epidemiologia do S. aureus com o surgimento de S. aureus resistente a meticilina

(MRSA). O MRSA foi responsavel por surtos hospitalares (MRSA associado aos



29

cuidados de saude (HA-MRSA)) em muitas partes do mundo. Porém, foi observada
uma mudanca substancial na epidemiologia do MRSA quando este foi detectado em
diferentes comunidades (CA-MRSA) pelo o mundo, como na Europa, Norte da Africa,
Estados Unidos e no Médio Oriente durante as décadas de 1990 e 2000 (Baig et al.,
2020).

3.3 Tratamentos convencionais e alternativos para o controle de

microrganismos responsaveis pela cérie e DTA's

O principal agente anticariogénico utilizado no tratamento da carie € a
clorexidina, que atua na desestruturacdo da membrana celular bacteriana, interferindo
na funcdo osmoética das bactérias. Entretanto, esta possui efeitos adversos, quando
utilizada por tempo prolongado, como a pigmentacdo dentéria, a formacéo de tartaro
e a alteracdo do paladar (Romo et al., 2020). Em casos mais graves de carie, pode-
se utilizar antibiéticos como coadjuvantes no tratamento da carie, como a amoxicilina
e a cefalexina, que vao inibir a sintese da parede celular das bactérias (Fernandes et
al., 2021).

Normalmente, o tratamento de DTA’s, se faz por meio de repouso, hidratagéo
e soro antitoxinas, se necessario. A antibiéticoterapia s6 é recomendade em casos
mais graves de infeccdo. Contudo, quando ha o agravamento das infeccbes, 0s
antibidticos sé&o utilizados como tratamento auxiliar, a citar a tetraciclina e a doxiciclina
para combater a coélera (Vibrio cholerae), o sulfametoxazol+trimetropim para
intoxicacbes severas por E. coli e clofenicol, amoxacilina, ampicilina ou
sulfametoxazol+trimetropim para tratar casos mais graves e invasivos de febre tifoide,
ocasionado por S. typhi e S. paratyphi (Barretto; Silva, 2006). Além disso, PN de
origem vegetal, em especial os condimentos e seus derivados, exibem potencial
relevante como agentes antimicrobianos utilizados na conservagdo de alimentos.
Alguns dos condimentos que se destacam por apresentarem forte atividade
antimicrobiana sdo os 6leos essenciais do cravo-da-india, orégano e alecrim, que
possuem compostos quimicos, tais como eugenol, carvacrol e cinamaldeido,
respectivamente, que sao 0s principais responsaveis pela atividade antimicrobiana
(Coutinho et al., 2020).
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Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, cada vez mais patégenos
estdo se tornando resistentes e representam uma ameaca a terapia bem-sucedida
das doencas. Com a ascensdo na resisténcia bacteriana varios agentes
antimicrobianos sintéticos, ha um interesse consideravel e uma tendéncia crescente

no campo de fitoterapicos (Silva; Oliveira; Oliveira, 2022).

Dessa forma, a utilizacdo de PN, se tornou uma alternativa encontrada para o
controle da céarie e de DTA, estes sdo produtos de origem vegetal, animal ou
microbiolégica, e sdo pontos de partida classicos para a descoberta de novos
medicamentos (Banerjee et al., 2015). Os PN sao biologicamente relevantes porque
podem interagir com proteinas que, por exemplo, servem como receptores, ou
enzimas, e co-evoluiram juntamente com pequenas moléculas de ligacdo especifica
(Karageorgis et al., 2021).

Todos os medicamentos fitoterdpicos sdo derivados de compostos de origem
natural (Banerjee et al., 2015). Alguns exemplos bem conhecidos incluem o agente
anticancer paclitaxel (Taxol®), originalmente extraido do teixo do Pacifico, o
medicamento antiarritmico digoxina, extraido da planta dedaleira, o antinflamatério
aspirina®, derivada de um precursor encontrado nas folhas do salgueiro (Gallo et al.,
2023) e a penicilina (Bezetacil®) secretada por alguns fungos do género Penicillium
spp. (Giraldo-Hoyos, 2021). Todos esses exemplos evidenciam o potencial dos PN.

Desde a pré-historia, o homem procurou aproveitar 0os principios ativos
encontrado nas plantas medicinais, embora de modo totalmente empirico ou intuitivo,
baseado em descobertas ao acaso. As plantas medicinais ou drogas vegetais, s&o
aguelas que tém principios ativos de carater medicinal, servindo para o tratamento de
doencas (Lara et al., 2019). De acordo com a definicao proposta pela ANVISA, “as
plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém
tradicdo de uso como remédio em uma populagéo ou comunidade” (Brasil, 2020).

Fitoterapicos sdo substancias naturais oriundas de plantas. E podem ser
obtidas a partir de derivados de droga vegetal, ou seja, um produto de extracdo da
matéria-prima vegetal, entre eles tem-se o0 extrato, a tintura, o 0leo essencial, a cera,
0 exsudato, o suco, o composto isolado e outros (Brasil, 2006).

Segundo dados do proprio sistema publico de saude, 25% dos medicamentos

comercialmente existentes na atualidade, sao derivados de maneira direta ou indireta
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das plantas medicinais, as quais deveriam ser consideradas, principalmente por meio
da aplicacdo de tecnologias modernas ao conhecimento tradicional (Brasil, 2012).

Nesta busca, muitos PN, como extrato de alho, dleo de canela, 6leo de tomilho,
O0leo de roma, Oleo de copaiba, Aloe vera etc., mostraram ser antimicrobianos
potententes contra infec¢des orais causadas por fungos e bactérias, vale salientar que
0 Oleo de copaiba e de roma, além do eugenol, isolado do 6leo de cravo-da-india,
apresentaram boa atividade frente ao S. mutans (Silva; Oliveira; Oliveira, 2022). E
com relacdo aos PN usados no tratamento das DTA’s o extrato de alho se mostrou
eficiente no tratamento de infecgbes do tratogastrointestinal ocasionadas por S.
aureus e E. coli (Ferreira et al., 2021), também vale citar, que o 6leo essencial de
alecrim e de gengibre inibiu bactérias causadoras de infec¢fes intestinais, como é o
caso da E. coli e S. aureus (Cutrim et al., 2019).

Assim, a utilizacdo de PN como 6leos essenciais e compostos isolados, como
antibioticos para o tratamento de carie e DTA’s, se mostra muito promissor, devido a

riqueza de produtos que as plantas medicinais possuem.

3.4 Oleos Essenciais de Plantas e seu Potencial Antimicrobiano e Antibiofilme

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis e liquidas
a temperatura ambiente, com odor e sabor fortes derivados dos metabdlitos
secundarios das plantas (Ferreira et al.,, 2022). Na planta, os 0Oleos essenciais
desempenham um papel central na polinizacdo, comunicacao e protecao: eles atraem
inimigos naturais de herbivoros, protegem contra patégenos como fungos e bactérias,
sdo mensageiros entre plantas, atraem dispersores de sementes e particularmente
polinizadores, protegem contra flutuacdes extremas de temperatura, etc (Bunse et al.,
2022). As variacbes nas condi¢cdes ambientais e nos fatores ecolégicos impactam
diretamente na capacidade de uma planta de produzir 6leos essenciais, afetando
também o tipo de compostos produzidos e a qualidade e quantidade dos 6leos (Ferraz
et al., 2022).

Os oleos essenciais podem ser extraidos das raizes, caules, folhas e flores por
destilacdo a vapor, hidrodestilacdo e fliido supercritico. E a sua atividade biolégica
esta diretamente relacionada a diversidade de seus constituintes quimicos presentes
nesses Oleos volateis, e podem incluir atividades antibacterianas, antifingicas e

antioxidantes (Simdes et al., 2017; Mahizan et al., 2019).
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Estruturalmente, os constituintes quimicos dos OE podem ser classificados em
dosi grupos: terpenos e fenilpropandides. Os terpenos, sdo uma importante classe de
metabolitos secundarios, formados de unidades de isopreno, ou seja, possui 5 atomos
de carbono em sua estrutura (C5), e séo hidrocarbonetos com a férmula geral (CsHs)n
(Tongnuanchan; Benjakul, 2014; Forezi et al., 2022). Estes séo produzidos pelas vias
2- C -metil- D -eritritol 4-fosfato (MEF) ou mevalonato (MVA) (figura 01). Estas vias se
baseiam na condensacéao de moléculas de isopentenil pirofosfato (IPF) e uma de seu
isbmero dimetilalil pirofosfato (DMAPF), através de reacBes enziméticas. Os tipos de
terpenos mais comuns na composicdo dos Oleos essenciais, sdo 0s monoterpenos,
seguidos pelos sesquiterpenos (Masyita et al., 2022). Como no caso dos
monoterpenos (C10), que sédo formados por 1 molécula de IPF e 1 de DMAPF, sob a
atuacdo de enzimas como a geranil difosfato sintase. Ou do caso dos
sesquiterpendides (C15), utilizam o Farnesil pirofosfato (FPF) como precursor pela
condensacao de 2 moléculas de IPP e uma de seu isbmero DMAPF, pela enzima
farnesil pirofosfato sintase (FPFS). Os produtos sesquiterpénicos sao gerados a partir
do FPF pelas sesquiterpenos sintases (Keefover-Ring, 2022; Reyes-Calderon et al.,
2023).

Figura 01 — Rota biossintética resumida de terpenos.
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Os terpenoides sdo outro tipo de terpenos que contém moléculas de oxigénio
gue sao construidas por meio de modificacdes bioquimicas (remoc¢édo ou adicdo de

grupos metil) (Masyita et al., 2022).

Os fenilpropandides, sdo sintetizados nas plantas a partir da via do acido
chiquimico, que consiste na condensac¢éo do acido fosfoenol piruvato (FEP) e eritrose-
4-fosfato (E4F), derivados do metabolismo da glicose e pentose, respectivamente,
esta reacédo € catalisada por enzimas do tipo sintase, desidrogenase e quinase para
formar o acido chiquimico (Wu et al., 2022). Posteriormente, o acido chiquimico sofre
uma descarboxilacdo e produz o aminodcido fenilalanina, que é catalisada pela
enzima fenilalanina amonialiase (FAL), elimina uma molécula de aménia para formar
0 acido cinanimo. As reacdes quimicas que ocorrem depois levam a adicdo de mais
grupos hidroxilas e outros substituintes, formando compostos simples nomeados
fenilpropanoides, principais itens para formacdo de compostos fendlicos. Os
fenilpropanoides também s&o precursores das ligininas, lignanas e cumarinas
(Barreto; Gaspi; Oliveira, 2020).

Embora os 0leos essenciais tenham diversas aplicagbes potenciais, eles sao
utilizados principalmente como matéria-prima nas industrias alimentares, cosmeéticos,
perfumarias e horticulturas. Ja nas industrias farmacéuticas sdo usados para obtengéo
de derivados estruturais naturais ou sintéticos (produtos vegetais), que servirdo como

principios ativos ou excipientes em suas formulacfes (Simdes et al., 2017).

A introducdo de antibidticos no cenario médico, ocorreu na década de 40 e
reduziu drasticamente as taxas de mortalidade por infecgbes bacterianas.
Revolucionando o tratamento de doencas que requerem procedimentos cirdrgicos,
melhorando significativamente a expectativa de vida em todo o mundo (Dias et al.,
2022). Entretanto, o aumento do acesso sem o devido controle sanitario resultou no
uso indiscriminado de antibidticos, e vem contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos (Oliveira; Pereira;
Zamberlam, 2020).

Durante os Uultimos anos, Oleos essenciais tém atraido a atencdo das
comunidades farmacéuticas e cientificas, e evidéncias tém demonstrado o potencial
promissor desses 6leos e de seus constituintes puros contra microrganismos de
importancia clinica. Dentre os 6leos essenciais que tem exibido elevado poder

antibacteriano, tém-se os 6leos de tomilho, orégano, cravo-da-india, tea-tree, capim-
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liméo, canela, louro e pau-rosa. Ja o mentol, timol, carvacrol, linalol, limoneno e 1,8-
cineol, sdo alguns exemplos de componentes puros, presentes em Oleos volateis,
conhecidos por sua bioatividade frente a diversas cepas de bactérias (Basavegowda;
Baek, 2021).

A exploracdo de dleos essenciais na prevencdo da resisténcia bacteriana é
promissora, porque sao multicomponentes com diferentes alvos de acéo e interacdes
sinérgicas, comparados a varios agentes antimicrobianos convencionais que
possuem apenas um unico alvo (Chouhan; Sharma; Guleria, 2017; Basavegowda;
Baek, 2021).

Com relacdo a atividade antibacteriana, o mecanismo de acdo dos Oleos
essenciais depende principalmente do tipo e da concentracdo dos seus
constituintes. Diferentes componentes quimicos podem atuar através de diferentes
mecanismos. Por exemplo, a principal fun¢cdo dos compostos fendlicos € perturbar a
estrutura e a permeabilidade das membranas celulares e os grupos hidroxila
presentes nos compostos fendlicos podem prejudicar a atividade das enzimas nos
microrganismos, a citar, a atividade da enzima no ciclo do acido tricarboxilico (Ju et
al., 2019).

O mecanismo de acgdo dos fenilpropanoides envolve a perturbacdo da
membrana celular bacteriana, ocasionando a lise da mesma (Tanaka, 2020). Ja o
mecanismo antimicrobiano dos terpenos esta intimamente associado as suas
caracteristicas lipofilicas. Os monoterpenos impactam preferencialmente nas
estruturas da membrana, rica em acidos graxos, aumentando sua fluidez e
permeabilidade. (Khameneh et al., 2019; Ju et al., 2019). Além disso, esta classe
também é capaz de alterar a topologia das proteinas bacterianas, como a bomba de
efluxo, e também inibindo a captacdo de oxigénio, causando distdrbios na cadeia
respiratoria (Mahizan et al., 2019; Dias et al., 2022).

Os efeitos bacteriostaticos e bactericidas podem ter ocorrido devido a
lipofilicidade dos Oleos essenciais, 0os quais tendem a se acumular na bicamada
lipidica da membrana citoplasmatica da bactéria, resultando em um aumento da
permeabilidade. Essa permeabilidade, por sua vez, é influenciada pelo efeito dos
solutos presentes no meio em que as bactérias estdo inseridas. Neste caso, a

capacidade dos componentes do 6leo essencial em se distribuirem na fase lipidica da
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membrana €& determinante para desencadear ou nao efeito sobre as cepas

bacterianas (Luchesi, 2017).

Um determinado 6leo essencial com uma composi¢do quimica fixa, também
pode atuar por mecanismos diferentes quando aplicada a diferentes tipos de
microrganismos, porque a composicao e a espessura das membranas celulares de
diferentes espécies microbianas sdo diferentes, como exemplo as bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas (Ju et al., 2019).

3.5 Oleo essencial de Patchouli

A Pogostemon cablin Benth, também conhecida como patchouli, é uma erva
aromatica membro da familia das Lamiaceae. Esta planta esta registrada na
Farmacopeia Chinesa (China Pharmacopoeia Committee, 2015) devido a sua
importancia medicinal e econémica. Ela € nativa do sul e sudeste da Asia e seu caule
e folhas, comumente conhecidos como “Guanghuoxiang”, podem ser usados para
extrair o 6leo de patchouli (Yan et al., 2021). Esta planta é cultivada principalmente
em escala comercial na india, Malasia, China, Indonésia, Vietname e Cingapura. Além
disso, esta ja é cultivada no Brasil, a qual ja possui grande importancia econémica e
cinntifica para a sua industrializacdo (Dantas et al., 2020). Sendo a maior quantidade
de Gleo de patchouli produzida pela Indonésia. Cabe salientar, que o patchouli € uma
das 20 principais plantas produtoras de 6leo essencial que sdo comercializadas
regularmente no mercado mundial e tem uma classificacdo mais alta, devido as suas
propriedades (Srivastava et al., 2022).

Seu Oleo essencial € altamente valorizado em perfumaria e aromaterapia
devido a sua fragrancia aroméatica picante dominante. Ele atua como uma base forte
e fornece propriedades fixadoras permanentes para evitar a evaporacao e promover
a tenacidade. Também é amplamente usado na aromaterapia para melhorar o
interesse sexual, atenuar a depresséo, a ansiedade e acalmar os nervos (Swamy;
Sinniah, 2016). Na medicina chinesa, o Oleo é utilizado para tratar indigestéo,
gastroenterite, dor de cabeca, febre e outras patologias (Yan et al., 2021). Além disso,
0 6leo essencial de P. cablin € empregado como matéria-prima para a fabricacao de
sabonetes, perfumes, detergentes, cosméticos, desodorantes, goma de mascar,

alimentos cozidos e doces (Roshan; Dubey; Mohana, 2021).
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O principal componente deste 6leo essencial € o patchoulol ou alcool de
patchouli, representado na figura 02, este apresenta formula molecular C1sH260, e é
um alcool oxigenado, classificado como um sesquiterpeno triciclico de importancia
natural, apresentando 15 &tomos de carbono, que representa mais de 30% da
composicdo deste 6leo essencial e é popularmente aplicado em produtos de
perfumaria e cosméticos (Ouyang et al., 2016; Wan et al., 2021).

O élcool patchouli (1R, 3R, 6S, 7S, 8S) -2,2,6,8-tetrametiltriciclo[5.3.1.0 3,8
Jundecan-3-ol) € um composto carbotriciclico e alcool tercidrio sesquiterpendide que
€ triciclo[5.3.1.0(3,8)Jundecan-3-ol que é substituido nas posi¢coes 2, 2, 6 e 8 por
grupos metil. E um &lcool terciario, um sesquiterpendide e um composto carbotriciclico
(NCBI, 2023).

Figura 02 — Formula estrutural do patchoulol.

Fonte: Préprio autor 2024.

Este composto também possui inimeras propriedades farmacoldgicas a citar a
atividade antillceras géstricas (Lee et al., 2020), atividade antimicrobiana (Cunha et
al., 2023), atividade antinflamatéria (Junren et al., 2021), atividade inseticida (Feng et
al., 2019) e atividade antidepressiva (He et al., 2023).

Segundo Luchesi (2017), o 6leo essencial de P. cablin, apresentando cerca de
31,5% de patchoulol em sua composicao, foi ativo contra Staphylococcus aureus e
Salmonella Enteritidis, com concentracgao inibitéria minima (CIM) de 12,5 e 25 pL/mL.
E concentracdo bactericida minima (CBM) de 25 e 50 puL/mL, respectivamente. Em
outro trabalho, constatou-se a acgdo antibacteriana do patchoulol contra S.
epidermides, Enterococcus faecalis resistente a antibiéticos e Proteus vulgaris, com
valores de CIM de 64; 128 e 100 pL/mL, nessa oredem (Wan et al., 2021).
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3.6 Oleo essencial de Monarda-Rosa

A Monarda fistulosa, também conhecida como monarda-rosa, balsamo de
abelha ou bergamota selvagem, € uma planta que pertence ao género Monarda, da
familia das Lamiacea (Shanaida et al., 2021). A M. fistulosa é nativa da América do
Norte e é encontrada em solos relativamente secos de pradarias, matas e clareiras,
geralmente em solos calcéarios (Chung et al., 2022).

Esta planta tem sido utilizada medicinalmente para tratar resfriados, dor de
estbmago, dor de cabeca, feridas e problemas de pele, entre outros disturbios (Ghosh
etal., 2020). Além disso, as propriedades terapéuticas da M. fistulosa sdo amplamente
determinadas pela composicao de seus 6leos essenciais, ou seja, que é definida pelo
componente majoritario, podendo possuir atividade, antimicrobiana, antinflamatoria e
anti-helmintica (Dindo et al, 2021).

O padrao de producdo de 6leo essencial em M. fistulosa é um polimorfismo
guimico, ou seja, uma mistura de compostos, o qual os individuos séo identificados
com fendtipos quimicos distintos, ou quimiotipos, em que um Unico monoterpeno
domina (Keefover-Ring, 2022). A monarda-rosa, apresenta trés quimiotipos distintos,
cujo os compostos predominantes em cada quimiotipo sao o timol, carvacrol e o
geraniol (Lawson; Satyal; Setzer, 2021). O 6leo essencial de M. fistulosa usado neste

estudo se enquadram no quimiotipo rico em geraniol.

O geraniol (figura 03) € um alcool monoterpeno isoprendide aciclico, de férmula
molecular C10H180, com uma hidroxila na extremidade, que pode ser extraido dos
Oleos essenciais de diversas plantas aroméaticas, a citar a M. fistulosa. Este, vem
sendo utilizado nas dltimas décadas na industria de aromas e fragrancias (Lei et al.,
2019). Ele € o componente majoritario de um dos quimiotipos de M. fistulosa,
apresentando uma concentracdo de cerca de 95% no Oleo essencial (Maczka;
Winska; Grabarczyk, 2020).

Figura 03 — Estrutura quimica do geraniol.
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Fonte: Préprio autor 2024.
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O geraniol ((2 E )-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) é um liquido oleoso incolor a
amarelo claro com um odor doce de rosa, este € um monoterpendide que consiste em
duas unidades prenil ligadas cabeca-cauda e funcionalizadas com um grupo hidroxila
na extremidade caudal. O geraniol demonstrou um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas, incluindo antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante,

anticancerigena e neuroprotetora, para citar algumas (NCBI, 2023).

Recetemente, tem-se crescido o interesse por este composto, uma vez que ele
apresenta diversas propriedades farmacolbgicas, a citar a atividade antitumoral
(Mamur, 2022), atividade inseticida (Ramadan et al., 2020), atividade antimicrobiana
(Lira et al., 2020), atividade antinflamatoria (Ma et al.,, 2023), atividade
imunomoduladora (Chung et al., 2022) e entre outras atividades farmacolégicas
(Chen; Viljoen, 2022).

Silva, em 2020, avaliou o potencial antibacteriano de nanoemulsdes de M.
Fistulosa, do quimiotipo rico em geraniol, em bactérias gram-negativas Xanthomonas
citri e Xanthomonas fuscans, e obteve CIM de 6 pL/mL para ambas bactérias. Lira et
al. (2020) realizaram um levantamento bibliografico sobre a atividade antimicrobiana
do fitoconstituinte geraniol frente a bactérias e fungos, e destacaram que este
monoterpeno apresenta atividade contra S. aureus, Salmonella Typhimurium,
Candida albicans e Candida glabrata, alcangando valores de CIM de 0,6; 0,03; 128 e

128 yL/mL, respesctivamente.

3.7 Oleo essencial de Cominho

O cominho (Cuminum cyminum L.) € uma planta pertencente a familia
Apiaceae, que teve sua origem na regido do Mediterraneo, mais precisamente no
Turquistdo e Egito, e que se espalhou por varias regides aridas e semiaridas do
mundo. E uma das espécies de plantas mais antigas e economicamente importantes,
a qual é tolerante a seca e € cultivada principalmente em climas mediterraneos, que
requerem um verao longo e quente de 3 a 4 meses, com temperaturas diarias de
aproximadamente 30 °C (Mnif; Aifa, 2015).

Devido ao fato de ser uma planta aromatica, esta € amplamente utilizada como
tempero culinario na preparacdo de um grande numero de pratos de diferentes

culturas em todo o mundo (Koohsari et al., 2020). Além disso, as sementes séo
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amplamente utilizadas no setor de perfumaria, producéo de lo¢gdes, curativos e como
aromatizante em cremes (Rajput; Paramakrishnan; Gangadharappa, 2021).

Vale salientar, que a C. cyminum é particularmente conhecida por seu potencial
terapéutico, apresentando diversas atividades, entre elas cabe citar a atividades
antinociceptiva (Koohsari et al., 2020), antifangica, antioxidante (Ghasemi et al.,
2019), antidiabético (Singh et al., 2021), antinflamatério (Kang et al., 2019), anticancer
(Goodarzi et al., 2020), imunomoduladora e antibacteriana (Al- Snafi, 2016).

O cuminaldeido, representado pela figura 04, € um aldeido monoterpénico, cuja
férmula molecular é C10H120, conhecido por ser o componente majoritario do 6leo
essencial de cominho, com aproximadamente 30 % de sua composicao (Villarreal et
al.,, 2017; Ebada, 2017). Ele é o principal responsavel pelo aroma distinto e
caracteristico do Oleo essencial, sendo muito utilizado para aromatizar varios

alimentos (Singh et al., 2021).

Figura 04 — Formula estrutural do cuminaldeido.
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Fonte: Préprio autor 2024.

O cuminaldeido (4-propan-2-ilbenzaldeido) € um membro da classe dos
benzaldeidos que € o benzaldeido substituido por um grupo isopropil na posicéo 4. E
um componente dos Oleos essenciais de cominho e apresenta principalmente a
atividade inseticida. Ele deriva de um hidreto de um cumeno (NCBI, 2023).

Dentre todos os compostos bioativos do 6leo de cominho, o cuminaldeido € o
mais explorado por apresentar diferentes atividades farmacoldgicas em comparacéo
com outros bioativos desse mesmo 6leo (Singh et al., 2021). Portanto, esta substancia
tem como principais efeitos terapéuticos o efeito neuroprotetor, antidiabético,
antimicrobiano, antioxidante, anticancerigeno e antinflamatério (Ebada, 2017; Singh
et al., 2021).

De acordo com Mahmoud et al., em 2016, o qual averiguaram a CIM do 0leo

essencial de C. cyminum, frente cepas bacterianas S. aureus, K. pneumoniae, P.
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aeruginosa e E. coli, as quais foram encontradas CIMs de 1116, 204,87, 84,97 e 7,219
Mg/ml, respectivamente. JA Wanner et al. (2010) constataram que o cuminaldeido
apresentou bioatividade contra S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida

albicans, com valores de CIM de 50, >1000 e 800 yL/mL, respectivamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo Fitoquimico

4.1.1 Aquisicdo dos Oleos Essenciais

Os dleos essenciais das folhas, de Pogostemon cablin (OEPC) e de Monarda
fistulosa (OEMF) foram adquiridos comercialmente na loja virtual da Laszlo® (Belo
Horizonte — MG), uma empresa do ramo de aromaterapia. J& o 6leo de Cuminum
cyminum (OECC), extraido a partir das sementes dessa planta, foi adquirido
comercialmente na loja virtual Therra Aroma, empresa filiada ao grupo Laszlo®. De
acordo com informacdes descritas nos rotulos dos frascos dos produtos, o OEPC, o
OEMF e 0 OECC s&o oriundos, respectivamente, da Indonésia, do Canada e da india,

sendo esses 0Oleos extraidos pelo método de destilacdo por arraste a vapor.

4.1.2 Andlise dos Oleos Essenciais

A andlise dos 6leos essenciais, para identificacdo dos seus constituintes, foi
realizada pela técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM). Ja para a andlise do percentual dos constituintes dos 6leos, foi
utilizado o método de Cromatografo Gasoso Acoplado a lonizacdo de Chama
(CG/DIC). Dessa forma, cada Oleo essencial teve sua analise qualitativa da
composicdo quimica efetuada em CG/EM, equipamento Shimadzu modelo QP-2010
Plus, quadrupolo, com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS metilpolissiloxano
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min-1 ,
temperatura do injetor a 250 °C, detector a 150 °C e linha de transferéncia a 280 °C.
O forno cromatografico foi programado da seguinte maneira: temperatura inicial de 70
°C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min
até 250 °C ao término da corrida (34,5 min).

A analise quantitativa da composicdo quimica de cada Oleo foi realizada em
CG/DIC, equipamento Shimadzu modelo CG-2010 Plus, coluna RTX-5
metilpolissiloxano (30m x0,25mmx0,25um, Restek), modo de injecdo com diviséo de

fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min-1, com a temperatura do
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injetor a 250°C e temperatura do detector a 280°C. A programacao do forno
cromatografico foi similar a usada nas analises realizadas em CG/EM.

As percentagens dos constituintes foram calculadas através da area de integral
de seus respectivos picos, relacionadas com a area total de todos os constituintes da
amostra. Os diversos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram identificados
através da comparacédo visual de seus espectros de massas com aqueles existentes
na literatura (Adams, 2017) e espectros fornecidos pelo banco de dados (NIST08) do
equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo com aqueles
existentes na literatura (Adams, 2017). Uma solucédo padrao de n-alcanos foi injetada
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas da amostra, e foi utilizada para obter os

indices de retencéo conforme descrito por Van Den Dool e Kratz (1963).

4.1.3Isolamento de Constituinte de Oleo Essencial

Para o isolamento do constituinte majoritario do OEPC (substancia (1)), 7g do
oleo foi submetido ao fracionamento cromatografico em coluna de silica-gel (Neon)
(figura 05). Nesse processo, foi utilizado série eluotrépica constando de hexano
(Neon) e acetato de etila (Synth), puros ou em misturas binarias com polaridades
crescentes. O comprimento e diametro das colunas, necessarias para o0
desenvolvimento da cromatografia. As quantidades de silica-gel utilizadas variaram
de acordo com cada fracionamento, conforme a quantidade e o grau de pureza da

amostra.

Figura 05 — Purificagdo em coluna de silica gel.
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Fonte: Préprio autor, 2024.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitorar os

fracionamentos cromatogréaficos, assim como para reunir as fracdes resultantes
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desses processos que mostraram perfis cromatograficos semelhantes. Para a
realizacdo da CCD seréo utilizadas cromatofolhas (placas) de aluminio com gel silica
60 F254 (Merck) como fase estacionaria. As fracdes resultantes da cromatografia em
coluna, foram aplicadas em placas com auxilio de um capilar de vidro, e entdo cada
placa foi eluida em cuba cromatografica empregando-se como eluente/fase movel
constando de hexano e acetato de etila, puros ou em misturas binarias. A visualizacdo
dos compostos em CCD foi efetuada através da exposicéo a irradiacao ultravioleta na
camera escura AG-DC-02 (Indgold) em dois comprimentos de onda (254 ou 365 nm)
el/ou por borrifagdo com solucéo de vanilina sulfarica ou por exposi¢do a vapores de
iodo (Wagner; Bladt, 1996).

Dessa forma, uma aliquota (7,0 g) de OEPC foi acondicionada sobre silica-gel
em coluna e cromatografada, resultando na obtencéo de 518 fracbes (tabela 01).
Através de analise em CCD (eluente: hexano/acetato de etila 3%) as fracfes de 166
a 244 foram reunidas, fornecendo 1,38 g de um éleo incolor, soltvel em cloroférmio,

o qual foi denominado de (1).

Tabela 01 — Descrigao do gradiente de eluicdo do tratamento cromatografico do dleo essencial de
folhas de Pogostemon cablin

Fracéo Eluente Volume (mL)

1-81 Hexano puro 300
82-165 H/AC 0,5% 300
166-244* H/AC 1% 300
245-323 H/AC 1,5% 300
324-381 H/AC 2% 200
382-437 H/AC 3% 200
438-460 H/AC 5% 100
461-494 H/AC 50% 100
495-518 Acetato de etila puro 50

*Frag&o onde foi encontrado a substancia (1)
Fonte: Préprio autor, 2024.

4.1.4 Determinagéo estrutural de substancias isoladas

O composto majoritario isolado que foi obtido a partir de tratamentos
cromatograficos do Oleo essencial, foi identificado com o emprego de métodos
espectrométricos. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram gerados em um
espectrometro Agilent DD2 (1H: 600 MHz; 13C: 150 MHz).
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Os espectros de massas (EM) de baixa resolu¢cdo dos metabdlitos isolados,
foram obtidos em espectrometro de massa Agilent, operando em impacto eletrénico
de 70 eV.

4.2 Estudo Microbiolégico

4.2.1 Microrganismos e condigdes de cultivo

As cepas mostradas na tabela 02, foram mantidas em BHI (Brain Heart
Infusion-Difco®) + glicerol (20%) a -80°C; para realizacdo dos experimentos uma
aliquota de 100 pL foi inoculada em 10 mL de BHI caldo e crescida em estufa de
acordo com as caracteristicas de cada espécie bacteriana em teste por 24 horas. Apos
essa ativacao inicial, a cultura foi renovada em mais 10 mL de BHI caldo esterilizado
com in6culo de 100 pL e crescida nas mesmas condi¢gdes descritas acima por 18
horas. Essa renovacao foi feita para obter um microganismo com melhor condicéo de
crescimento e desenvolvimento. Para 0s ensaios de atividade antimicrobiana, essa

cultura foi submetida a lavagem com &gua do tipo Mili-Rios e ajustada em

espectrofotdmetro para uma concentracdo adequada para cada tipo de experimento.

Tabela 02 — Bactérias cariogénicas e causadoras de DTA’s e sua codificacéo.

Espécie de Bactérias Cadificagao
Streptococcus mutans ATCC 25175
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus aureus ATCC 700698
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Escherichia coli ATCC 11303

Fonte: Préprio autor, 2024.

Vale salientar, que de acordo com a ATCC (Colecdo Americana de Tipos de
Culturas), o S. aureus ATCC 700698 € uma cepa € resistente a meticilina e é citada

como apresentando suscetibilidade heterogénea a vancomicina (ATCC, 2024).

Posteriormente, as células bacterianas em fase de crescimento exponencial de
acordo com a curva de crescimento, foram diluidas as concentracdes de 2 X 108
UFC/mL em meio BHI para os experimentos referentes a determinacdo da CIM

(Concentracao Inibitéria Minima).
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4.2.2 Determinagcdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo

Bctericida Minima

A determinacédo da CIM dos compostos, foi determinada através do método da
microdiluicdo em pocos. As culturas de bactérias utilizadas S. mutans, E. coli, K.
pneumoniae, S. aureus e S. aureus ATCC 700698 foram inoculadas em poc¢os com
meio caldo BHI. As cbélonias destas culturas foram suspensas em NaCl 0,85% estéril
e o in6culo foi padronizado com a escala de McFarland (1-5 x 106 UFC/mL) (D’angelis
et al., 2020).

Posteriormente, em uma placa com 96 cavidades foram adicionados 100 pL do
BHI e 100 pyL dos compostos testados, com concentracdo inicial de 8 mg/mL apos
Isso, retirou-se 100 yL da primeira linha para a segunda linha (1:2) com diluicbes
seriadas sucessivamente, até uma concentracao final de (1:64). Em seguida foram
adicionados 100 pL do inéculo, em concentragdo de 2 X 108 UFC/mL (figura 06). Os
pocos foram incubados a 37 °C por 24 horas. Posterior a esse periodo, foi realizado
a leitura para a identificacdo da CIM. Este teste esta padronizado segundo as normas
de aplicacao global desenvolvida pelo CLSI (CLSI, 2015). A CIM é considerada como
a menor concentracdo dos compostos que inibiu o crescimento dos microrganismos,
através das leituras das placas. Foi realizado o controle de turbidez das substancias-
teste, que contém os PN diluidos nas mesmas concentracfes do teste antimicrobiano.
Em seguida, as placas foram colocadas em estufa a 37°C por 24 horas. ApGs
incubacéo foi realizado a medida de turbidez do meio em cada pogo com auxilio do

leitor de microplacas (BioTrak 1l, Amersham Biosciences) a 620 nm.

Figura 06 — Esquematizacéo da diluicdo seriada e determinacgéo da CIM.
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turbidez

Diluicao dos
Compostos

Controle do Crescimento
das Bactérias

Fonte: Préprio autor, 2024.
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Segundo Van Vuuren e Holl (2017), propuseram uma escala para CIM como
alternativa para reconhecimento do potencial antimicrobiano de 6leos essenciais e
fitoconstituintes isolados. Dessa forma, para os Oleos essenciais que apresentaram
valores de CIM > 1001 pg/mL, sdo considerados inativos; CIM entre 500 e 1000
ug/mL, possuem atividade moderada; CIM entre 101 e 500 pg/mL, atividade forte; e
CIM <100 ug/mL, atividade muito forte. Quanto aos fitoconstituintes, caso apresentem
CIM < 3,9 yg/mL, possuem atividade muito forte; CIM entre 4 a 31,25 pug/mL, atividade
forte; CIM entre 31,26 a 500 pg/mL, atividade moderada; e CIM > 500 pg/mL né&o
apresentam atividade.

Para determinacdo da CBM (Concentracdo Bactericida Minima) 10 pL da
suspensao contida nos po¢os em que ndo houve um crescimento microbiano visivel,
foi inoculado em placas de petri com meio BHI agar. Onde seré considerada CBM a
menor concentracdo do fitoquimico-teste capaz de inibir completamente o

crescimento microbiano nas placas de petri.

4.2.3 Teste de Checkboard

A cepa padrdo ouro MRSA ATCC700698 foi usada para avaliar a interacdo
entre 0 Oleo essencial, o componente isolado e os antibidticos relacionados a
penicilina, para avaliar o efeito sinérgico (Rocha et al.,, 2021). Primeiro, foram
preparadas diluicbes seriadas de duas vezes dos medicamentos com BHIB,
separadamente. Usando uma placa de microtitulagdo de 96 pogos, 50 yL de cada
substancia (1:1 v/v) foram adicionados em linhas as substancias OEPC ou Patchoulol,
em concentragBes decrescentes, e os antibiéticos ampicilina (AMP), benzilpenicilina
(BZP) ou oxacilina (OXA) foram distribuidos de forma semelhante entre as colunas,
usando o CIM individual (CIM) como concentragdo inicial de cada agente
antimicrobiano. Assim, cada po¢o continha uma combinacdo Unica de concentracdes
das duas substancias (figura 07). Em seguida, 100 uL de inéculo bacteriano (2 x 108
UFC/mL) foram adicionados aos po¢os e incubados a 37 °C por 24 h em condi¢des
aerobicas.
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Figura 07 — Fluxograma para avaliacdo do efeito sinérgico do OEPC e patchoulol com os antibiéticos
frente a S. aureus.
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Fonte: Préprio autor, 2024.

A anélise dos resultados foi realizada pelo indice de Concentracéo Inibitéria
Fracionada (iCIF), equacédo 2, definido como a soma das Concentracdo Inibitoria
Fracionada (CIF) dos compostos (A) e dos antibioticos (B). Por sua vez a CIF é
determinada pela CIM das substancias combinadas dividida pela CIM das substancias
iIsoladas (equacgéao 1).

CIFa = CIMa+s / CIMa (eq 1)

ClIFs= CIMa+s/ CIMs (eq 1)

iCIF= CIFa + CIFg (eq 2)

Onde CIMa e CIMg séo os CIMs de cada componente isolado e a CIMa+s é a
CIM de A ou B na combinacdo entre eles. Os resultados foram interpretados e
categorizados como: sinergismo (iCIF < 0,5), aditivo (iCIF > 0,5 a < 1), indiferente (iCIF
> 1 a < 2) ou antagonismo (iCIF = 2) de acordo com o Comité Europeu para Testes
de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicéo Quimica dos Oleos Essenciais

A tabela 03 mostra os constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais,
seus indices de retencéo de Kovats em coluna HP-5MS e composi¢éo percentual. Um
total de 26 compostos foram identificados nos éleos analisados, sendo 17 no OEPC,
cinco no OEMF e seis no OECC, correspondendo a mais de 99% da composi¢cao

destes 0Oleos volateis.

Tabela 03 — Perfil fitoquimico dos 6leos essenciais de Pogostemon cablin (OEPC), Monarda fistulosa
(OEMF) e Cuminum cyminum (OECC).

Constituintes OEPC OEMF OECC
IKiit  IKca % IKiit IKca % IKiit IKca %
Hidrocarbonetos Monoterpenos 0,62 1,25 40,47
B-Pineno - - - - - - 979 982 7,67
a-Terpineno 1017 1040 0,62 1017 1025 0,72 - - -
o-Cimeno - - - 1026 1038 0,53 1026 1028 21,1
y-Terpineno - - - - - - 1059 1062 11,7
Monoterpenos Oxigenados 0 98,74 58,7
Linalool - - - 1096 1105 2,68 - - -
Nerol - - - 1229 1236 3,76 - - -
Cuminaldeido - - - - - - 1241 1245 51,7
Geraniol - - - 1252 1265 92,3 - - -
a-Terpinen-7-al - - - - - - 1285 1288 7,00
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos 61,48 0 0,78
B-Patchouleno 1381 1385 2,36 - - - - - -
B-Elemeno 1390 1396 0,91 - - - - - -
Cicloseicheleno 1407 1412 0,69 - - - - - -
(E)-Cariofileno 1419 1423 3,04 - - - - - :
a-Guaieno 1439 1433 14 - - - - - -
Seicheleno 1446 1446 8,52 - - - - - -
a-Patchouleno 1456 1459 5,82 - - - - - -
y-Gurjuneno 1477 1463 3,27 - - - - - y
Germacreno D 1481 1482 0,47 - - - - - -
y-Curcumeno - - - - - - 1482 1476 0,78
6-Selineno 1492 1495 0,73 - - - - - -
Acifileno 1501 1501 3,09 - - - - - -
y-Patchouleno 1502 1505 0,38 - - - - - -
a-Bulneseno 1509 1509 174 - - - - - -
6-Cadineno 1523 1522 0,82 - - - - -
Sesquiterpenos Oxigenados 37,6 0 0
Norpatchoulenol 1555 1561 0,59 - - - - - -
Patchoulol 1658 1661 37,1 - - - - - -
TOTAL 99,7 99,99 99,95

IKLit: Indice de Kovats obtido na literatura (Adams, 2017); IKca: Indice de Kovats Calculado; %:
porcentagem dos componentes identificados.
Fonte: Préprio autor, 2024.
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Em relacdo da composicdo de OEPC, foi constatado o predominio de
sesquiterpenos hidrogenados, representando mais de 60% da composicao deste 6leo,
resultado similar ao encontrado por Kacaniova et al. (2020). Entretanto, Ribeiro et al.
(2018), ao analisarem esse Oleo, relataram um percentual maior de sesquiterpenos

oxigenados em sua composicao.

No presente estudo, destaca-se, ainda, o patchoulol como componente
majoritario (37,1%) de OEPC, seguido por a-bulneseno (17,42%), a-guaieno
(13,96%), e seicheleno (8,52%). GaloviCova et al. (2022) relatam, como fitoquimicos
majoritarios do 6leo essencial de patchouli, o patchoulol (31%), a-bulseneno (21,3%),
a-guaieno (14,3%) e seicheleno (6,9%), consistindo em um perfil quimico similar ao
encontrado para o 0Oleo investigado neste trabalho. Entretanto, Pandey et al. (2022),
estudando o referido 6leo essencial, encontraram patchoulol, cariofileno e a-guaieno
como seus componentes prevalentes, exibindo percentuais de 44,5; 12,9; e 8,35%,

nessa ordem.

Quanto a composicdo de OEMF e OECC, houve o predominio de
monoterpenos oxigenados, apresentando teores de 98,74 e 58,7 % desses
constituites, respectivamente. Achados semelhantes foram obtidos por Ye et al. (2019)
e Merah et al. (2020), os quais encontraram aproximadamente 97 e 57% de

monoterpenos oxigenados nesses 6leos.

Na presente pesquisa, 0 componente mais abundante identificado em OEMF
foi 0 monoterpeno geraniol (92,3%). Grzeszczuk, Wesotowska e Stefaniak (2020),
com base na identificacdo dos componentes majoritarios em 0leos essencials de
espécimes de M. fistulosa, observaram a existéncia trés genoétipos (quimiotipos) dessa

espécie, a saber: geraniol, timol e carvacrol.

Com respeito ao OECC, em nosso estudo verificou-se elevados teores de
cuminaldeido (51,7%), o-cymeno (21,1%) e y-terpineno (11,7%). Diferentemente
desses achados, investigacdo recente realizada com o 6leo de Cuminum cyminum
apontou o cuminaldeido, y-terpineno, menta-1,3-dien-7-al, a-pineno e cimeno como
seus compostos prevalentes, com teores de 21,94; 18,20; 14,93; 13,79; e 7,80%,

respectivamente (Ouryemchi et al., 2024).

Os Oleos essenciais podem variar em qualidade, quantidade e composicéo,

mesmo quando obtidos da mesma espécie vegetal. Além do processo de extracao do
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Oleo, o0 6rgao vegetal utilizado e aspectos genéticos, os fatores exdgenos durante o
desenvolvimento da planta, como clima, condi¢cées do solo, infestacdo de pragas,
idade e estagio do ciclo vegetativo, também contribuem significativamente para essa
variagdo (Bunse et al., 2022). Isso pode explicar a variagdo do perfil quimico de cada

Oleo investigado no presente trabalho quando comparado aos dados da literatura.

5.2 Fracionamento Cromatografico do 6leo essencial de Pogostemom cablin

Devido o OEPC ter apresentado melhores resultados em relacdo aos demais
Oleos essenciais testados nos ensaios de atividade antibacteriana, decidiu-se realizar
0 isolamento de seu constituinte majoritario, o patchoulol. Esse sesquiterpeno tem
sido apontado como o principal constituinte que contribui para as diversas
propriedades farmacologicas exibidas pelo 6leo (Jain; Patel; Desai, 2022), inclusive
sendo considerado como componente antibacteriano vital de OEPC (Kemala et al.,
2024).

Assim, na presente pesquisa a substancia (1), isolado a partir do fracionamento
cromatografico do OEPC, foi obtido com rendimento de aproximadamente de 19,74%
(1,38 g). Em 7g do OEPC, submetido ao fracinamento cromatografico, continha 37,1%
de patchoulol (2,58g). No estudo realizado por Kongkathip et al. (2009), foi relatado o
isolamento do patchoulol, apdés OEPC ser submetido em coluna cromatogréfica de
silica gel a véacuo, utilizando o sistema de eluicdo hexano/acetato de etila em
concentracdes crescentes de acetato. Apds submeter a fragcdo, resultante da eluicao
com hexano/acetato de etila 20%, ao processo de recristalizagcdo, os autores
supracitados obtiveram patchoulol com rendimento de 0,55%.

Wan et al. (2021), visando isolar o patchoulol a partir também do OEPC,
empregaram a técnica convencional de cromatografia em coluna de silica gel com o
mesmo sistema de eluicdo adotado por Kongkathip et al. (2009), onde a percentagem
de acetato de etila foi aumentada de 0 a 5%. Nesse trabalho, a fracéo, resultante da
eluicdo com hexano/acetato de etila 3%, foi submetida a cristalizagédo, fornecendo

patchoulol com 4,16% de rendimento.

Dessa forma, o rendimento de patchoulol obtido no presente estudo foi superior
aos rendimentos desse sesquiterpeno encontrados por Kongkathip et al. (2009) e Wan

et al. (2021). Provavelmente esse rendimento superior seja devido ao aumento
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gradual de 0,5% de acetato de etila no sistema de elui¢cdo, resultando numa melhor

separacao do patchoulol dos outros constituintes do 6leo.

5.3 Identificacdo Estrutural da substancia (1)

A cromatografia em coluna de silica-gel de OEPC permitiu o isolamento da
substancia (1) o qual teve sua estrutura elucidada através de dados fornecidos por
CG-EM (ANEXO A), espectros de RMN de *H (ANEXO B) e 3C (ANEXO C) e da
atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio (é1) e
carbono-13 (&c), envolvendo, inclusive, comparacdo com valores descritos na
literatura (Faraldos et al., 2010; Xu, Lin, Sun, 2017). Segundo Zarbin, Ferreira e Leal
(1999), o fato de o equipamento utilizado estar acoplado a um cromatografo a gas
(CG-EM), faz com que os espectros adquiridos, sejam referentes a compostos
isolados.

A pureza da substéncia (1) foi de 100%, conforme determinado por analise por
CG. Seu espectro de RMN de 'H apresentou sinais, com integracdo para trés
hidrogénios, em & 0,86 (s, H-13); 1,08 (s, H-14); 1,09 (s, H-15); e 0,80 (d, J = 6,5 Hz,
H-12), caracteristicos de hidrogénios metilicos (tabela 04). O referido espectro
revelou, ainda, outros sinais para: um hidrogénio de hidroxila em &n 1,06, trés
hidrogénios metinicos em &1 1,97 (m, H-4), 1,45 (dd, J = 5,6 e 3,2 Hz, H-5) e 1,20 (sl,
H-7); e dez hidrogénios metilénicos em &1 1,73 (dd, J = 12,6 e 5,6 Hz, H-2"), 1,04 (sl,
H-9') e 1,26 — 1,87 (m, H-3’, H-3", H-6’, H-6", H-8’, H-8" e H-9”) (tabela 04).

O espectro de RMN de 3C de (1) apresenta sinais correspondentes a quinze
atomos de carbono, incluindo, um carbono oxigenado em &c 75,60 (C-1); quatro
atomos de carbono metilico em &c 18,54 (C-12), 20,60 (C-13), 24,27 (C-15) e 26,80
(C-14) (tabela 04). O valor de &c para C-1, indica que esse carbono pode estar ligado
a um grupo hidroxila (tabela 04).

A andlise dos dados espectrométricos de (1), aliada a comparagcédo dos mesmos
com dados descritos literatura (Faraldos et al., 2010; Xu, Lin, Sun, 2017), permitiram
determinar que (1) é o sesquiterpeno patchoulol (figura 08). Esta proposta foi
confirmada pelo sinal observado em seu espectro de massa em m/z 222 ,2 (18,92%)

(ANEXO A), compativel com sua férmula molecular (C1sH260).
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Figura 08 — Estrutura quimica de patchoulol
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Fonte: Adaptado de Faraldos et al., (2010).

Tabela 04 — Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN *C de (1) com os da
patchoulol descritos na literatura (FARALDOS et al., 2010; XU, LIN, SUN, 2017- CDCI3), deslocamento
guimico em 3 (ppm) e constante de acoplamento (J) em Hz.

Patchoulol
1) Xu, Lin,
Faraldos et al., 2010 sun, 2017
S (150 MH2) S+ (600 MH?2) Sc (125 MH?2) B (600 MH2) 511 (400 MHZ)
c
1 75,60 - 75,64 - -
10 37.64 - 37.63 - -
11 40,09 - 40,08 - -
CH
4 28,08 1,97 (m) 28,07 1,967 (dg, J = 6,6; 3,0 Hz) -
5 4369 1,45 (dd, J = 5,6; 3,2 Hz) 4366 1,447 (ddd, J = 8,7; 5,4:3,0) -
7 39.08 1,20 (s) 39.04 1,195 (sl) -
CH:2
1,52 (m) 1,511 (dd, J = 5,9; 3,6 Hz) ;
2 32,65 1,73 (dd, J = 12,6; 5,6 Hz) 32,64 1,720 (dd, J = 12,6; 5,6 Hz) ;
1,39 (m) 1,373 (dt, J = 12.3; 5.9 Hz) ]
3 28,58 1,49 (m) 28,56 1,481 (t, J = 5,4 H) ;
1,30 (m) 1,298 (dd, J = 10,8; 3,6 Hz) ;
6 24,28 1.87 (m) 24,29 1,833 (dd, J = 11,4; 6.6 Hz) ]
1.26 (m) 24,53 1,268 (dt, J = 10.2; 3.0 Hz) ]
8 24,55 1,48 (m) 1,467 (m) -
o 26 83 1,04 (sl) 28,81 1,043 (t, J = 13,8 H) )
' 1.84 (m) 1,821 (dd, J = 11,4; 7,2 Hz) -
CHs
12 18,54 0,80 (d, J = 6,5 Hz) 18,52 0,796 (d, J = 6,6 Hz) ;
13 20,60 0,86 (5) 20,62 0,848 (s) ;
14 26,80 1,08 (s) 26.81 1,070 (s) -
15 24,27 1,09 (s) 24,27 1,082 (s) -
OH-1 : 1,06 (sl) : . 1,06 ()

Fonte: Préprio autor, 2024.

5.4 Atividade Antibacteriana do OEPC, OEMF, OECC e do Patchoulol

As atividades antibacterianas dos 6leos essenciais e do patchoulol foram
avaliadas frente as bactérias Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus meticilina-resistente, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
em ensaios in vitro. Os dados apresentados na tabela 5 sumarizam os resultados das

microdiluicbes em série realizadas, evidenciando os efeitos bactericidas e
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bacteriostaticos dos 0leos essenciais de Pogostemon cablin (OEPC), Monarda

fistulosa (OEMF) e Cuminum cyminum (OECC), e patchoulol.

Tabela 05 — Determinac¢éo das CIM e CBM de OEPC, OEMF, OECC e patchoulol frente a bactérias de
interesse clinico (ug/mL).

. OEPC OEMF OECC Patchoulol
Bactérias

CM CBM| CIM CBM | CIM CBM | CIM CBM

S. mutans ATCC 25175 250 500 | 4000 >8000| 8000 >8000| 3125 31,25
S. aureus ATCC 6538 500 1000 | 2000 2000 | 8000 8000 | 31,25 3125
S. aureus ATCC 700968 250 500 | 1000 1000 | 1000 1000 | 625 125
E. coli ATCC 11303 >8000 >8000 | 4000 4000 | 4000 4000 |>8000 >8000
sdggoesumonlae ATCC >8000 >8000 | 8000 8000 |>8000 >8000 |>8000 >8000

Fonte: Préprio autor, 2024.

Dentre os trés Oleos essenciais, destaca-se o OEPC, em que inibe o
crescimento bacteriano, apenas de bactérias gram-positivas. Para S. mutans e MRSA,
apresentou forte atividade com CIM de 250 ug/mL, para ambas as bactérias, e
apresentou atividade moderada para S. aureus com CIM de 500 pg/mL. Além disso,
o0 OEPC, é considerado bactericida, uma vez que apresentou CBM para S. mutans,
S. aureus e MRSA de 500, 1000 e 500 pug/mL, respectivamente.

Devido ao fato do 6leo apresentar forte atividade antibacteriana para bactérias
gram-positivas, decidiu-se realizar o isolamento cromatografico de seu fitoconstituinte
majoritario, o patchoulol, para submete-lo a ensaios de ac¢do antibacteriana. Dessa
forma, o patchoulol obteve CIMs menores que 62,5 ug/mL, sendo fortemente ativo
contra S. mutans e S. aureus e apresentando efeito moderado frente a S. aureus
ATCC 700698. Ja com relacdo a CBM do patchoulol, os valores obtidos foram de
31,25; 31,25 e 62,5 yg/mL para S. mutans, S. aureus e MRSA, nessa ordem,

resultando na inibicdo do crescimento bacteriano.

O mecanismo de acao antibacteriana do 6leo de patchouli tem efeito multi-
alvo, o qual depende de seu componente, este 6leo inibe principalmente a biossintese
de componentes bacterianos, além disso, ele ocasiona também uma desestruturacao
da parede bacteriana. O patchoulol, como principal componente, atua na perturbacéo
e rompimento da parede celular bacteriana (Yang et al., 2013). Além disso, o
patchoulol inibe da expresséo de genes bacterianos e proteinas essenciais para as
bactérias (Junren et al., 2021; Zhong et al., 2021).
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O Oleo de patchouli € utilizado na preservacdo de alimento, devido o seu
potencial antimicrobiano, como na preservacao de pepinos, pimentdes, peixe arenque
e ovos. Além disso, também é relatado que este Oleo ajuda a inibir a deterioracéo
oxidativa dos produtos cérneos devido a sua atividade antioxidante e € usado na
preservacdo de carne e produtos carneos pelo processo de enlatamento (Das, 2016).

Lima Santos et al. (2019), conduziram experimento para avaliar a CIM e a
CBM do 6leo de patchouli, contendo 33,25% de patchoulol, contra E. coli ATCC 8789
e S. aureus ATCC 25923. Os resultados revelaram que a CIM e a CBM do 6leo para
E. coli foram de 500 yg/mL para ambos os experimentos, enquanto para S. aureus
encontraram a CIM e CBM de 500 e 1000 pg/mL, respectivamente. E importante notar
gue no estudo de Lima Santos et al. (2019), o 6leo foi eficaz ao inibir uma cepa
diferente de E. coli, diferentemente do presente trabalho, que inibiu apenas bactérias
gram-positivas, além disso, o resultado encontrado por Lima Santos et al. para o S.

aureus esta de acordo com o desta pesquisa.

De acordo com Wan et al. (2021), realizou teste de atividade antibacteriana
frente a bactéria gram-positivas e gram-negativas, com o patchoulol. Dentre as
bactérias testadas, encontrava-se a S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e K.
pneumoniae ATCC 700603, o qual tinham CIM de 1,5; 62,5 e 50 yg/mL. Além disso,
eles relataram que o patchoulol apresentou-se mais ativo contra bactérias gram-
positivas do que bactérias gram-negativas, corroborando os resultados obtido no
presente estudo, no entanto, Wan et al. (2021) encontraram a CIM para a mesma cepa

de K. pneumoniae utilizada no presente estudo.

Nesse trabalho, destaca-se ainda que o patchoulol exibiu poder antibacteriano
superior ao do OEPC, dleo essencial do qual esse componente foi isolado. Yang et al.
(2013) confirmaram que o patchoulol apresentou melhor atividade do que o éleo de P.
cablin contra E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 2925. A CIM do 6leo para E. coli
foi de 4000 pg/mL, enquanto a CIM do patchoulol foi de 1000 pg/mL. Para S. aureus,
a CIM do dleo foi de 4500 pg/mL, e a do patchoulol foi de 2000 ug/mL.

Com respeito ao OEMF investigado neste estudo, observou-se que esse 0leo
causou inibicdo do crescimento de todas as cepas testadas, com valores de CIM
variando de 1000 a 8000 ug/mL, exibindo acdo moderada contra S. aureus ATCC
700698 e inatividade frente as demais cepas. Os valores de CBM para OEMF

apresentaram a mesma variacdo dos de CIM (tabela 05).
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Kim, Marshall e Wei (1995), testando Oleos essenciais de diferentes
guimiotipos de Monarda fistulosa frente a diferentes microrganismos, constataram que
0 Oleo do quimiotipo geraniol, com 90% desse sesquiterpeno, apresentou CIM de 500
pg/mL para Escherichia coli ATCC 33985. No entanto, nesta pesquisa, OEMF
mostrou-se inativo contra outra cepa dessa bactéria (CIM = 4000 ug/mL), apesar
desse 0leo essencial possuir percentagem de geraniol similar ao detectado no 6leo
testado pelos autores supracitados. Recentemente, estudaram o efeito antibacteriano
do geraniol em bactérias do género Streptococcus, obtendo para CIM e CBM com 0s
mesmos valores de 6250 pg/mL, como resultados dos testes contra S. mtuans DMST
18777 e S. sobrinus DMST 35719 (Sanguansermsri et al., 2024).

Assim, esses dois estudos prévios evidenciam a inatividade do geraniol,
componente predominante em OEMF, frente a bactérias também testadas no
presente trabalho com o referido 6leo, o qual se mostrou igualmente inativo contra as

mesmas.

O geraniol atua se ligando aos lipidios e outros componentes das membranas
celulares de microrganismos, aumentando a permeabilidade da membrana e
enfraquecendo sua funcdo protetora. Isso permite a ligacdo a locais intracelulares

essenciais, resultando na destruicdo da célula (Chen; Viljoen, 2022).

Em relacdo a OECC, os achados do presente trabalho revelam que esse 6leo
inibiu todas as bactérias investigadas, com excec¢ao da K. pneumoniae, com valores
de CIM variando de 1000 a 8000 ug/mL, sendo considerado moderadamente ativo
para S. aureus ATCC 700698 e inativo para S. aureus ATCC 6538, S. mutans ATCC
25175 e E. coli ATCC 11303. Quanto as propriedades bactericidas e bacterioestaticas,
0 Oleo foi considerado bacterioestatico somente contra S. mutans (CBM >8000
Mg/mL), pois na maior concentracdo testada houve o crescimento desta bactéria, ja
frente a S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 700698 e E. coli, ele exibiu efeito
bactericida com CBM de 8000, 1000 e 4000 pg/mL, respectivamente (tabela 05).

Resultados similares foram obtidos nos ensaios microbiologicos realizados
por Moradi, Davati e Emamifar (2023) com OECC contendo elevadas percentagens
de cuminaldeido (27,99%), o-cimeno (17,31%), y-terpineno (16,67%) e [(-pineno
(9,35%). Nessa investigacao, as CIMs do oleo essencial foram de 3000 ug/mL para
S. aureus ATCC 29213 e de 6000 ug/mL para E. coli ATCC 25922, e os respectivos
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CBMs foram de 6000 e 12000 pg/mL. Em contrapartida, na investigacdo conduzida
por Hajlaoui et al. (2010) com o 6leo de cominho, rico em cuminlaldeido (39,48%), y-
terpineno (15,21%), o-cimeno (11,82%), B-pineno (11,13%) e 2-caren-10-al (7,93%),
constatou-se que este foi fortemente ativo sobre S. aureus ATCC 25923 e E. coli
ATCC 35218, com baixos valores de CIM (78 pg/mL) e CBM (625 ug/mL) para ambas
as cepas.

O efeito antimicrobiano de OECC pode ser atribuida possivelmente a seus
componentes mais abundantes, inclusive cuminaldeido, y-terpineno e fS-pineno
(Moradi; Davati; Emamifar, 2023).

Cuminaldeido e o 6leo volatil de cominho sao capazes de inibir a bomba de
efluxo LmrS, responsavel por porcionar a S. aureus resisténcia a agentes
antimicrobianos. Possuem, ainda, acao anti-quorum sensing, ou seja, blogueiam a
comunicacdo quimica entre as bactérias, resultando na inibicdo da formacdo de
biofilme, patogenicidade, producéo de toxinas e motilidade celular. Além disso, devido
a sua natureza hidrofébica, esses produtos naturais podem causar ruptura da
membrana celular (Singh et al., 2021).

De acordo com Moradi, Davati e Emamifar (2023), os pinenos podem inibir a
acdo da esterase e da fosfolipase dos microrganismos. Essas enzimas s&o
fundamentais na patogenicidade de microrganismos e ajudam na fixacao aos tecidos
do hospedeiro e na degeneracdo da membrana da celula hospedeira (Oyardi et al.,
2023).

Outro aspecto a destacar quanto ao potencial antibacteriano dos Oleos
essenciais investigados neste estudo, é que as bactérias gram-negativas
demonstraram maior resisténcia aos 6leos em comparacao as gram-positivas (tabela
05). Provavelmente isso se deve ao fato de que as bactérias Gram-positivas possuem
uma camada espessa de peptidoglicano ligado a outras moléculas hidrofébicas, como
proteinas e acido teicdico. Assim, essa camada hidrofébica que envolve a célula pode
favorecer a entrada de constituintes hidrofébicos presentes nos 6leos essencais. Ja
as bactérias Gram-negativas possuem um envelope celular mais complexo, formado
por uma membrana externa ligada a camada interna de peptidoglicano através de
lipoproteinas. A membrana externa, por conter proteinas e lipopolissacarideos,

restringe a difusdo de compomentes hidrofébicos através dela (Angane et al., 2022).
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5.5 Agéo do OEPC e do Patchoulol em combinagdo com a AMP, BZP e OXA

Os melhores resultados dos ensaios de microdiluicao seriada contra S. aureus
meticilina-resistente foram obtidos com o OEPC e de seu respectivo componente. A
partir disso foi testado estes compostos em combinagédo com a AMP, BZP e OXA,
antimicrobianos de primeira escolha no tratamento de infec¢cdes causadas pelo S.
aureus, para analisar seu efeito sinérgico pelo método Checkerboard. De acordo com
0s resutados mostrados na tabela 06.

O dleo testado isoladamente apresentou CIM de 250 pg/mL e a AMP, BZP e
OXA de 31,25; 31,25; e 1250 ug/mL, respectivamente. Em ensaios combinados com
a AMP, o OEPC reduziu sua CIM para 125 pg/mL, enquanto a CIM da AMP
permaneceu inalterada em 31,25 ug/mL, indicando um efeito indiferente. Com a BZP,
o OEPC apresentou uma CIM de 125 yg/mL, enquanto a CIM da BZP diminuiu para
15,63 pg/mL, demonstrando um efeito aditivo. Por fim, quando combinado com a OXA,
0 OEPC exibiu uma CIM de 31,25 pg/mL, e a CIM da OXA foi reduzida para 312,5

pug/mL, revelando um efeito sinérgico (iCIF < 0,5) (tabela 06).

Em relagdo ao patchoulol, este apresentou uma CIM isolado de 62,5 ug/mL.
Quando testadas em combinacdo com a AMP o patchoulol apresentou CIM de 62,5
Mg/mL e a AMP 31,25 pg/mL, apresentando um efeito antagbnico. Quando combinado
com a BZP, o patchoulol apresentou uma CIM de 3,9 pg/mL, enquanto a CIM da BZP
permaneceu em 31,25 ug/mL, indicando um efeito indiferente. E em combinagdo com
a OXA, o patchoulol apresentou uma CIM de 7,81 pg/mL, e a CIM da OXA foi de 312,5

Mg/mL, confirmando seu efeito sinérgico (iCIF < 0,5) (tabela 06).

Tabela 06 — Efeito sinérgico do OEPC e do Patchoulol combinado com os atibiéticos AMP, BZP e OXA
frente a S. aureus ATCC 700968.

. . : ~ CIM (pg/mL) Reducéo : x
Microganismo | Combinacao CIF iCIF Interpretacao
g €% |ndividual Combinado da Dorga pretag
OEPC 250 125 2X 0,5 .
1,5 Indiferente
AMP 31,25 31,25 1X 1
OEPC 250 125 2X 0,5 .
1 Aditivo
S. aureus BZP 31,25 15,63 2Xx 0,5
ATCC 700968 OEPC 250 31,25 8X 0,125 o
0,375 Sinérgico
OXA 1250 3125 4X 0,25
Patchoulol 62,5 62,5 1x 1 o
2 Antagonico
AMP 31,25 31,25 1x 1
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Patchoulol 62,5 3,9 16X 0,0625 .
1,0625 Indiferente
BZP 31,25 31,25 1x
Patchoulol 62,5 7,81 8X 0,125 0375 Sinérgico
OXA 1250 312,5 4x 0,25 ’

Fonte: Préprio autor, 2024.

O sinergismo ocorre quando dois agentes combinados tém um efeito inibitério
maior nos organismos-alvo do que a soma de seus efeitos individuais. Em outras
palavras, essa interagdo positiva amplifica a atividade individual dos dois compostos
diferentes. Quando o efeito combinado é igual a soma dos efeitos das substancias
individuais, as interagdes entre os antimicrobianos s&o consideradas aditivas. Se a
combinacéo produzir um efeito igual ao de qualquer um dos agentes isoladamente,
resulta em indiferenca. Por outro lado, o antagonismo acontece quando a combinacao
resulta em um efeito menor do que qualquer um dos agentes isoladamente, ou menor

do que a soma dos efeitos individuais dos agentes (Oliveira et al., 2021).

O teste de Checkerboard € um ensaio in vitro que visa analisar os efeitos de
combinacBes de agentes antimicrobianos com diferentes mecanismos de acdo no
crescimento bacteriano. Assim, segundo Kumar et al. (2012), a terapia combinada
pode ser empregada para ampliar o espectro antimicrobiano, prevenir o surgimento
de organismos resistentes, reduzir a toxicidade e alcancar sinergia na atividade

antimicrobiana.

Neste estudo, foi constatado o efeito sinérgico entre 0 OEPC e o patchoulol,
combinado com OXA, contra S. aureus resistente meticilina. Em experimento anterior,
outros autores trouxeram a combinacdo do Oleo de patchouli, contendo 26% de
patchoulol, combinado com a cefuroxima (CEF), o moxifloxacino (MOX) e a
claritromicina (CLA), contra as bactérias S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739.
Para S. aureus encontraram o iCIF de 1 para combinacdes do 6leo com a CEF e CLA,
sendo considerado aditivo, e para o MOX, possui iCIF de 1,25, descrevendo resultado
indiferente. E para E. coli, a CEF e a CLA também foram cosideradas aditivas,
apresentando iCIF de 1 e 0,75, respectivamente e o MOX foi considerado indiferente,
com iCIF de 1,25 (Besirik; Goger, 2023). Dessa forma, os resultados encontrados no
presente estudo foram mais eficazes, uma vez que apresentou efeito sinérgico com

ICIF de 0,375, para a combinagédo da OXA com o OEPC e com o patchoulol.
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Szewczuk et al. (2023), estudaram a atividade sinérgica do 6leo de P. cablin
em combinacdo com a gentanmicina e enrofloxacino, frente a S. aureus ATCC 25923.
Estes autores encontraram resultados similares ao do presente estudo, o qual a
associacdo do 6leo com gentamicina, apresentou iCIF de 0,282, sendo considerado
sinérgico. E para a associacdo do 6leo com a enrofloxacino, relataram iCIF de 2,
caracterizando uma associacdo antagbnica. No presente estudo, a associacdo

antagonica foi observada na associacédo do patchoulol com a AMP.

Portanto, neste estudo o efeito sinérgico foi observado somente quando se
combinou o OEPC ou patchoulol com o antibiético OXA. Até onde se sabe, este é 0
primeiro relato sobre a avaliacdo da acéo sinérgica de combinacdes do referido 6leo
com AMP, BZP e OXA, e 0 Unico estudo que investigou o potencial sinérgico do

patchoulol combinado com farmacos antimicrobianos.

Além disso, a toxicidade do 6leo de patchouli e do patchoulol, foram
determinadas respectivamente por Lima Santos et al. (2019) e Nisyak, Rahman e
Sutrisno (2013), em que estes autores encontraram a concentracdo letal para matar
metade da populacdo de larvas de Artemia salina LEACH (CLso), estes sao
microcrustaceos utilizados para avaliar a citotoxicidade de compostos, devido a
semelhanca estrutural com células humana. O dleo utilizado por Lima Santos et al.
(2019), continha 33,25% de patchoulol, obteve uma CLso de 24,25 pg/mL, sendo
considerado um composto toxico, pois a ClLso € <100 yg/mL. Ja para o patchoulol

puro, também é considerado toxico, uma vez que apresentou CLsode 73,38 ug/mL.

O Oleo de patchouli, possuindo 38,5% de patchoulol, ndo apresentou
citotoxicidade para células leucocitarias de camundongos, na concentragado maxima
de 90 pyg/mL (Silva-Filho et al., 2016). Xie et al., 2016, relata que o patchoulol ndo
apresenta toxicidade para células epiteliais gastricas (GES-1), na concetracdes 10-75
pMg/mL. Estes dados revelam a baixa toxicidade na utilizacdo desses PN, mas séo

necessarios mais estudo a cerca de suas toxicidades, tanto aguda, como cronica.
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6 CONCLUSAO

E evidente que tanto a carie quanto as DTA’s, sdo ambos problemas de satide
publica de preocupacao a nivel mundial. Uma alternativa encontrada é a utilizacédo de
produtos naturais derivados de plantas medicinais. Na literatura, € mostrado a gama
de atividades que o P. cablin, a M. fistulosa e o C. cyminum apresentam. A partir
deste estudo, constatou-se que 0s 0Oleos essenciais empregados sdo compostos
predominantemente por terpenos, classificados em monoterpenos e sesquiterpenos,
sendo o patchoulol representando mais de 30% do OEPC, o geraniol, que constitui
cerca de 95% do OEMF e o cuminaldeido, também presente em mais de 50% do
OECC.

Mediante o fracionamento cromatografico do 6leo de P. cablin, foi possivel
isolar o patchoulol, obtendo um bom rendimento de 19,74%, equivalente a 1,389 desta
substancia.

Diante desses O6leos e do patchoulol, foi evidenciada uma atividade
antibacteriana significativa, principalmente com relacdo ao OEPC e o patchoulol, o
gue sugere seu potencial como recurso medicinal no combate a infecgbes,
especialmente contra S. aureus e S. mutans. Além disso, constatou-se que o
patchoulol € um dos principais responsaveis pela atividade antibacteria de seu
respectivo dleo.

E com relacéo a capacidade sinérgica do OEPC e do patchoulol combinados
com antibiéticos para aumentar a sensibilidade do S. aureus ATCC 700968 & OXA,
AMP e BZP. Verificou-se que tanto o 6leo quanto o patchoulol apresentaram atividade
sinérgica quando combinados com a OXA. A combinacao de OEPC com BZP resultou
em uma acao aditiva. As combina¢cdes de OEPC com AMP e de patchoulol com BZP
apresentaram efeitos diferenciados. Ja a combinagéo de patchoulol com AMP mostrou
atividade antagonica, indicando um efeito menor do que qualquer um dos agentes
isoladamente.

Com base nos resultados obtidos, a aplicacdo promissora desses produtos
para o desenvolvimento de novas altenativas de terapias, tanto natural quanto
combinados com antibiéticos clinicos, visando o tratamento e a profilaxia de doencas
infecciosas. Também merece énfase a possibilidade da utilizacdo destes produtos
naturais como antibacteriano na odontologia e como conservantes pela industria

alimenticia. Além disso, destaca-se 0 potencial terapéutico desses compostos
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naturais, bem como a possibilidade de descoberta de novas atividades para esses

produtos naturais.
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ANEXO A - Cromatograma por CG-EM da substancia (1).

Qualitative Analysis Report
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IRM Calibration Status Not Applicable DA Method default.m
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Dual Inj Vol 1 TuneName atune.u
TunePath D:\MassHunter\GCMS\1\597 MSFirmwareVersion 6.00.21
7\
Acquisition Time #2 2023-08-18 15:00:092 OperatorName
RunCompletedFlag True Acquisition SW MassHunter GC/MS
Version Acquisition B.07.01.1805 12-

Mar-2014 Copyright © 1989-
2014 Agilent Technologies,

Inc.
User Chromatograms
Fragmentor Voltage Collision Energy 0 Ionization Mode Unspecified
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) 80852625.11
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User Spectra

Spectrum Source Collision Energy Tonization Mode
Peak (1) in "+ TIC Scan" 0 Unspecified
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Qualitative Analysis Report

x10 2 | 1-Naphthalenol, decahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethylidene)-, [1R-(1.alpha.,4a.beta.,8a.alph...
1] 161.0 204.0
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Spectrum Structure
1-Naphthalenol, decahydro-1,4a-dimethyl-7-(1

--- End Of Report ---
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ANEXO B - Espectro de RMN 1H (600 MHz, CDCI3) da substancia (1).
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ANEXO C - Espectro de RMN 13C (150 MHz, CDCI3) da substancia (1).
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