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Resumo: O dleo essencial da Lippia origanoides apresenta diversos compostos em sua
composicdo quimica que podem atuar sinergicamente possibilitando excelentes atividades
antimicrobianas. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. origanoides e do seu composto majoritario
contra diferentes microorganismos. Para tanto foram utilizadas as cepas padrdo de E. faecalis
(ATCC 29212) e C. albicans (ATCC 90028) para os ensaios de microdiluigdo em caldo. O 6leo
apresentou CIMs de 1,25 mg/mL para E. faecalis e 0,078 mg/mL para C. albicans. Enquanto o
timol ndo apresentou atividade antibacteriana para E. faecalis e CIM de 0,312 mg/ml para C.
albicans. A auséncia de atividade do timol para E. faecalis e CIM maior apresentada para C.
albicans evidencia que o sinergismo entre 0s outros compostos que promove a atividade contra
esses microrganismos. Esse estudo mostra a importancia do estudo de produtos naturais para
combater microrganismos de importancia clinica.
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1. INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo produtos naturais conhecidos por sua ampla atividade
antimicrobiana, sdo substancias volateis que podem ser obtidas de diversas partes da planta,
como flores, folhas, galhos, cascas, frutos e raizes (BAKKALI et al, 2007). Esses compostos
apresentam excelentes propriedades, como biocompatibilidade, boas propriedades biologicas,
propriedades fisicas favoraveis, e 6timo custo-beneficio, podendo ser empregado como
antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios (SANTOS et al, 2007)

A Lippia origanoides, comumente conhecida como “alecrim pimenta” é um arbusto da
familia verbanaceae encontrado na regido nordeste brasileira. Suas folhas produzem éleo
essencial que apresentam em sua composicao quimica diferentes compostos que atuam
sinergicamente possibilitando excelentes atividades antimicrobianas (FONTENELLE et al.,
2007; MELO et al., 2019). O timol, de acordo com a literatura, é o constituinte majoritario do

6leo essencial das folhas, corresponde a um monoterpeno fenolico que apresenta ampla
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atividade antimicrobiana e analgésica, sendo a atividade do 0leo essencial da Lippia origanoides
(OELO) associada a esse composto (OZEN et al., 2011; VERAS et al, 2012).

O Enterecoccus faecalis, uma bactéria gram-positiva, anaerobica facultativa e a Candida
albicans, sdo espécies que apresentam a capacidade de formag&o de biofilme e estdo associadas
a infecges persistentes, sdo considerados patdgenos oportunistas e que comumente se torna
resistentes as terapias utilizadas devido a capacidade de sobreviver em ambientes pobres de
nutrientes, em elevados niveis de pH e altas temperaturas (SMITH et al, 2015; ALGHAMDI;
SHAKIR, 2020; YOO et al., 2020).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de L. origanoides e do seu composto majoritario contra

Enterococcus faecalis e Candida albicans.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos compostos

As folhas da planta Lippia origanoides foram coletadas na regido da Pedra da Andorinha,
localizada em um distrito de Santa Quitéria, & 87,8 km da cidade de Sobral, Ceara, Brasil. As
folhas coletadas foram autenticadas e um espécime de comprovante foi depositado no Herbario
Professor Francisco José de Abreu Matos (HUVA). As folhas frescas foram maceradas e
submetidas a hidrodestilacdo por 2 h em aparelho do tipo Clevenger modificado para obter o
6leo essencial, j& 0 seu composto majoritario, o timol, foi adquirido comercialmente (Sigma-
Aldrich).

2.2 Analise dos constituintes quimicos por GC-MS

A andlise dos constituintes quimicos do 6leo essencial de Lippia origanoides foi obtido
por cromatografia gasosa, utilizando o equipamento Shimadzu (GC-2010 plus), com impacto de
elétrons a 70 eV, coluna RTX-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek),
modo de injecdo com divisdo de fluxo 1:100, gés carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min-1,
temperatura do injetor 250 °C, temperatura da linha de transferéncia de 250 °C e fonte de ions a
230 °C. Utilizou-se a seguinte programacdo no forno cromatogréafico: temperatura inicial de 70
°C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min-1 até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até 250 °C
ao término da corrida (34,5 min). A identificacdo dos compostos foi realizada pela analise dos
padrdes de fragmentacdo exibidos nos espectros de massa com aqueles presentes na base de
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dados fornecida pelo equipamento, calculos dos indices de retencéo (IR) e dados publicados na

literatura (ADAMS, 2017).

2.3 Cepas e condigdes de cultura

Foram utilizadas cepas da bactéria gram-positiva e facultativa, Enterococcus faecalis:
ATCC® 29212™ (isolado da urina) e cepa da levedura de Candida albicans: ATCC® 90028™.
Os estoques microbianos foram conservados em meio BHI (Brain Heart Infusion — Difco) com
glicerol a 20%. Para reativa-las foram realizadas culturas overnight para viabilizacdo das cepas
microbianas. Inoculou-se 100 pL de cada cepa em frascos contendo 10 mL de caldo BHI para E.
faecalis e 10 ml de caldo sabouraud para C. albicans, em duplicata e incubados a 37° C. Apos a
reativacdo, as cepas foram semeadas em agar BHI e agar Sabouraud, respectivamente.

Para a confecgdo do indculo de E. faecalis e C. albicans, a pureza da cultura foi verificada
e o indéculo padronizado para uma densidade 6ptica de 0,5 na escala de McFarland, para uma

turbidez equivalente a um crescimento de 1x108 UFC/mL e 1x10°® UFC/mL, respectivamente.

2.4 Preparacdo da substancia teste para ensaios antimicrobianos
Para os testes, 0 OELO e o timol foram devidamente solubilizados em meio de cultura

com 5% de Tween a concentragéo de 10 mg. mL™ previamente ao uso

2.5 Obtengdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) para cada microrganismo foi considerada como
sendo a concentragdo mais baixa do 6leo que mostre uma inibicdo completa do crescimento
bacteriano visivel. Os efeitos antibacterianos foram avaliados através de um teste de
microdilui¢do em placas de poliestireno de 96 pogos com “fundo U”.

Primeiro, 0s pogos foram preenchidos com 100uL de meio BHI e em seguida adicionado
100pL dos compostos na primeira linha para realizacdo da diluicdo seriada, obtendo diferentes
concentragdes. Por fim seréa adicionado a suspenséo bacteriana de E. faecalis a 1x108 UFC/mL e
de C. albicans 1x10® UFC/mL, de acordo com a norma M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008),
obtendo-se um volume final de 200pL por pogo. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°
C. Para ambos os testes se utilizou meio de cultura com indculo e meio de cultura para o

controle positivo e negativo, respectivamente

2.6 Obtencédo da concentragéo bactericida minima (CBM)
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A CBM foi considerada como sendo a menor concentracdo de compostos capaz de inibir
completamente o crescimento microbiano nas placas. Para determinar essa concentragdo, 10pL
de cada pogo em que o crescimento bacteriano ndo foi visivel foram inoculados em placas petri
contendo &gar BHI para avaliar o crescimento de E. faecalis e agar sabouraud para avaliar o
crescimento de C. albicans. Foram incubados a 37° C por 24 horas. Apds esse periodo as

unidades formadoras de colonias (UFC) foram contadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da cromatografia gasosa foi possivel identificar os constituintes do o6leo
essencial, sendo possivel detectar o timol como constituinte majoritario (Tabela 1). Além deste,
também foi evidenciado a presenca de outros 7 constituintes, corroborando com achados da
literatura, que mostram uma composi¢cdo quimica variada porem com predominio do timol
(BRITO et al, 2015; GUIMARAES et al, 2015).

Tabela 1. Composicdo quimica do OE de Lippia origanoides.

Tr (min) Composto 2IRcatc | °IRiit Area (%)
5,381 a-Pinene 935 932 0,45
6,678 Myrcene 999 088 3,23
7,639 p-Cymene 1035 1020 9,68
7,751 Eucalyptol 1039 1026 0,39
14,112 Thymol methyl ether 1252 1232 0,90
16,145 Thymol 1316 1289 80,02

20,558 B-Caryophyllene 1456 1417 3,65
25,838 Caryophyllene oxide 1635 1582 1,68
Composicéo Total 100.00

Valores de IR calculado.
2\alores de IR da literatura (DOOL; KRATZ, 1963).

Os resultados obtidos quanto a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia
Origanoides e de seu composto majoritario estdo dispostos na Tabela 2.
Tabela 2- CIM e CBM apds exposicdo de cepas padrdo de Enterococcus faecalis e Candida

albicans a diferentes concentragfes dos compostos
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Enterococcus Faecalis (ATCC | Candida albicans (ATCC 90028)
Composto 29212)
CIM (mg/ml) | CMM (mg/ml) | CIM (mg/ml) | CMM (mg/ml)
Lippia Origanoides 1,25 2,50 0,078 0,625
Timol - - 0,312 0,312

Os dados obtidos evidenciam que o 6leo essencial apresentou atividade antimicrobiana
frente as duas cepas testadas, entretanto, 0 seu composto majoritario s6 apresentou eficacia
frente a cepa de C. albicans. A auséncia de atividade do timol para E. faecalis e CIM maior
apresentada para C. albicans em relacdo ao 6leo mostra que apesar do OELO ser composto em
torno de 80% por timol, é o sinergismo entre 0s outros compostos que promove a atividade
contra esses microrganismos

Além disso, de acordo com a literatura, bactérias Gram positivas apresentam maior
susceptibilidade aos produtos naturais o que diverge dos achados desse estudo, no qual foi
possivel observar que apenas o 6leo essencial apresentou atividade contra Enterococcus faecalis
(VERAS et al, 2012). O E. faecalis é uma bactéria gram-positiva que esta associada a infec¢@es
persistentes, apresenta caracteristicas como ndo necessitar de suporte para sua sobrevivéncia,
sobreviver a elevados niveis de pH, a altas temperaturas e em ambientes pobres de nutrientes, o
que corrobora para resisténcia a terapias antimicrobiana (PRADA et al., 2019; YOO et al.,
2020).

Além de inibir o crescimento, o 6leo essencial apresentou atividade bactericida e
fungicida. O CMM encontrado mostram valores bem proximos do CIM, para E. faecalis o
CMM foi de 2,50 mg/ml e o CIM foi 1,25 mg/ml, ja para C. albicans foi de 0,625 e 0,078
respectivamente, evidenciando atividade antimicrobiana consideravel, assim como no estudo de
Silva et al. (2022).

Quanto a atividade fungica, o CIM do composto majoritario foi maior quando
comparado ao do 6leo essencial, indicando uma maior poténcia do OELO frente a Candida
albicans. A atividade antifungica do OELO e seu composto marjoritario tambem foram
evidenciados nos estudos de Brito et al (2015), que alem de atuar na inibicdo do crescimento e
erradicacdo dos microorganismos, foram capazes de neutralizar a formacdo de hifas e

pseudohifas verificado na condicdo patogénica da candidiase.
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CONCLUSAO

O 6leo essencial da Lippia origanoides apresentou potencial atividade antiflngica e
antibacteriana frente as cepas testadas, ja 0 seu composto majoritario teve potencial atividade
antifingica. Diante disso, considera-se estes compostos promissores agentes antimicrobianos.
Por meio desse estudo ressalta-se a importancia do estudo de produtos naturais para combater
microrganismos de importancia clinica, sendo necessario mais estudos como esse para O

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos a base desses produtos.
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