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RESUMO

MORAES, G. F. Q. O potencial antimicrobiano do carveol: Uma revisao integrativa.
2021. 57f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmécia) — Universidade Federal

de Campina Grande, Cuité, 2021.

Carveol (CoH60) € um monoterpeno monociclico, o qual contém em sua férmula molecular
um dalcool secundério. Estudos presentes no acervo cientifico disponivel verificam diversas
atividades farmacoldgicas deste fitoconstituinte, dentre elas, destaca-se a antimicrobiana. A
vista disso, o presente estudo tem como finalidade realizar uma revisdo bibliogréfica acerca
do potencial antimicrobiano do carveol. Trata-se de uma revisdo do tipo integrativa entre os
anos de 2010-2021 nas bases de dados BVS, PubMed, Scielo, ScienceDirect e Web of
Science. Dos 2998 artigos recuperados nas bases de dados, apenas 5 foram selecionados para
compor os resultados, os quais os géneros mais estudados compreenderam Candida,
Staphylococcus e FEscherichia. A técnica de microdiluicdo em caldo correspondeu a
metodologia mais utilizada para a determinacdo de sua ac¢do. Em relacdo a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), para a maioria das espécies, foram satisfatérias. Sobre o ensaio de
Time-kill, o carveol possuiu performance na concentragdo de 4 x CIM, o qual evidenciou-se a
reducdo das UFC em 6 log em 2 horas. No mais, este composto teve uma boa atividade
antibiofilme contra a bactéria, Staphylococcus aureus. Quanto ao possivel mecanismo de acao
da atividade antimicrobiana do carveol, dd-se mediante aos graves danos causados na
membrana citoplasmadtica, o que promoverd a lise celular. Dessa forma, poucos estudos no
acervo cientifico disponivel abordam sobre o assunto, sendo assim necessdrio a realizacao de

mais estudos in vitro e in vivo para uma melhor elucidacdo de sua acgdo.

Palavras-chaves: Monoterpenos, carveol, atividade antibacteriana, atividade antifingica.



ABSTRACT

Carveol (C10H160) is a monocyclic monoterpene, which contains in its molecular formula a
secondary alcohol. Studies present in the available scientific collection prove the effectiveness
of this phytoconstituent to several pharmacological activities, among them, the antimicrobial
one stands out. In view of this, this study aims to carry out a literature review about the
antimicrobial potential of carveol. This is an integrative review between the years 2010-2021
in the BVS, PubMed, Scielo, ScienceDirect and Web of Science databases. Of the 2998
articles retrieved from the databases, only 5 were selected to compose the results, which the
most studied genera included Candida, Staphylococcus and Escherichia. The broth
microdilution technique was the most used methodology to determine its action. Regarding
MIC, for most species, they were excellent. About the Time-kill assay, carveol had excellent
performance at the concentration of 4 x MIC, which showed a reduction of CFU by 6 log in 2
hours. No study was found in the literature about the use of the Checkboard method.
Furthermore, this compound had a good antibiofilm activity against the bacteria,
Staphylococcus aureus. As for the possible mechanism of action of the antimicrobial activity
of carveol, it is due to the serious damage caused to the cytoplasmic membranes, which will
promote cell lysis. Thus, few studies in the available scientific collection address the subject,
making it necessary to carry out more in vitro and in vivo studies for a better elucidation of its

action.

Keywords: Monoterpenes, carveol, antibacterial activity, antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do tempo, as plantas medicinais foram utilizadas, de modo alternativo, para o
tratamento de distintas afeccdes. Assim, devido aos seus respectivos histdricos clinicos e
subsequentes estudos etnofarmacoldgicos, representam uma importante fonte de descoberta a
novos farmacos atualmente (CARNEIRO et al., 2014; WANGCHUCK; TOBGAY, 2015;
AZIZ et al., 2018).

Os 6leos essenciais compreendem ao conjunto de metabdlitos secunddrios, caracterizados
por apresentar odores intensos, serem lipofilicos, volateis e possuirem um promissor potencial
farmacoldgico, os quais sdo extraidos de diversas partes da planta, mediante a técnica de
arraste a vapor. A constituicdo quimica, destas substancias aromadticas, diversifica-se de
acordo com as espécies vegetais, entretanto, os fenilpropandides e terpenos sdo os mais
encontrados (BUSATO et al., 2014; MIRANDA et al., 2016; LUNA et al., 2019; SILVA et
al., 2019).

Nesse sentido, os terpenos correspondem a uma classe de compostos naturais formadas
através da agregacdo de moléculas de isopreno (C5HS), em que sdo classificadas em
subgrupos, sendo estes os monoterpenos (C10), sequisterpenos (C15), diterpenos (C20),
terpenos ésteres (C25), triterpenos (C30) e terpenos superiores (> C30), segundo o
quantitativo de unidades de isoprenos. Os monoterpenos, por sua vez, sdo frequentemente
encontrados nos 6leos essenciais, compondo 90% de sua composi¢do. Evidenciam-se nestes
fitoconstituintes uma grande variedade estrutural, dessa forma, podendo ter cadeias
carbdnicas alifaticas, monociclicas ou biciclicas (PINTO et al., 2015; HABTEMARIAM et
al., 2018; HUANG; OSBOURN, 2019; MATOS et al., 2019; LIRA et al., 2020).

Carveol (CioH;cO) é um monoterpeno monociclico, o qual cont¢ém em sua férmula
molecular um dlcool secunddrio (CARDOSO-TEIXEIRA et al., 2018). Além disso, faz parte
da constituicdo de diversos 6leos voldteis, no entanto, como produto majoritario, destacam-se
Etlingera sayapensis (13,49%) (MAHDAVI; YAACOB; DIN, 2017) e Mentha spicata L.
(24,3%) (HUSSAIN et al., 2010).

Estudos presentes no acervo cientifico disponivel verificam a atividade in vitro deste
fitoconstituinte como antioxidante (KAUR et al., 2019), vasorelaxante (SILVA et al., 2020),
antinicotinico (LOZON et al., 2016), antimicrobiano (GUIMARAES et al., 2019), anti-
inflamatério (MARQUES et al., 2019), nematicida (ECHEVERRIGARAY; ZACARIA;
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BELTRAO, 2010), anticincer (BORDOLOI et al., 2018) e antinociceptivo (GONCALVES
et al., 2010).

Nesse sentido, a resisténcia dos microrganismos aos medicamentos padrdo, efeitos
colaterais ocasionados por estes farmacos e a elevada incidéncia de infec¢des bacterianas e
fungicas, tem estimulado ao estudo de novas substancias sintéticas e naturais objetivando a
busca por novas alternativas voltadas ao tratamento de doencas causadas por micrébios. Na
literatura, a atividade antimicrobiana deste monoterpeno, ja é discutida, entretanto, pouco se
tem sobre o assunto. A vista disso, o presente estudo tem como finalidade realizar uma

revisdo integrativa acerca do potencial antimicrobiano do carveol.
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2 OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Realizar uma revisdo da literatura sobre o potencial antimicrobiano do carveol.

2.2.0bjetivos especificos

. Realizar levantamento acerca da atividade antimicrobiana do carveol;

. Analisar sobre as técnicas para determinacdo da atividade antimicrobiana deste
fitoconstituinte;

. Analisar a Concentragdo inibitéria minima (CIM), atividade microbiocida,

antibiofilme e cinética do carveol frente a bactérias e fungos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1.0leos essenciais

Desde a antiguidade, as propriedades farmacoldgicas dos Oleos essenciais eram
conhecidas, a exemplo, dos egipcios, pelo qual o utilizavam ao tratamento de algumas
afeccOes, massagens de embelezamento, no rosto com intuito de protecdo frente ao clima
drido da regido e como ferramenta para prevenir a decomposicdo de seus falecidos.
Entretanto, apenas na Idade Média, as atividades antimicrobianas foram conhecidas, logo a
partir desta descoberta, tais substincias voldteis comecaram a ser exploradas mediante
extracdo e comercializacdo pelos Arabes (BRITO et al., 2013; ALMEIDA; ALMEIDA;
GHERARDI, 2020).

Existentes em plantas aromaticas, os 6leos essenciais sdo definidos como um conjunto de
diversas substancias complexas constituidas de varios produtos quimicos, isto é, metabolitos
secundérios de determinadas estirpes vegetais que os sintetiza com a finalidade de defesa
contra micrébios e pragas, processos de sinalizacdo e atragdo de insetos produtores de pdlen.
Além disso, sdo caracterizados por apresentar odores intensos, serem lipofilicos e voldteis,
possuindo os terpenos como integrantes principais (BUSATO et al., 2014; LEYVA-LOPEZ,
2017; RAMSEY et al., 2020).

Distintas partes da planta possibilitam a extracdo destas substincias, dentre elas, destacam-
se as flores, folhas, rizomas, cascas e os frutos. Nesse contexto, a extracao dos 6leos volateis
acontece através do método de destilagdo por arraste a vapor (mais frequente) e/ou por
prensagem do pericarpo de frutas citricas. No mais, sdo observadas relevantes aplicagdes a
estes produtos vegetais na perfumaria, produtos de higiene oral e pessoal, inddstria de

cosméticos, farmacéutica e de alimentos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

3.2.Terpenos e monoterpenos

Os terpenos compreendem o maior € mais diversificado grupo de substincias naturais
presentes, principalmente, em plantas, sendo assim encarregados pelo odor, sabor e cor das
mesmas. Além disso, podem também serem achados em animais, nestes casos apenas os de

categorias maiores, a exemplo, dos esterdis e esqualeno (COX-GEORGIAN et al., 2019).
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Sdo compostos classificados quimicamente como alcenos naturais, visto que em sua
estrutura hd a presenca de uma dupla ligacdo entre carbonos, portanto definido como um
hidrocarboneto insaturado. Ndo obstante, caso o terpeno em sua constituicdo apresente
oxigénio, sua nomenclatura modifica-se, sendo assim denominada de terpendide, logo podem
possuir em sua composicdo distintas fungdes organicas como os dlcoois, cetonas, fendis,
éteres, acidos, aldeidos ou ep6xidos terpénicos (FELIPE; BICAS, 2017).

E notério enfatizar que todas as substdncias voldteis pertencentes a este grupo sio
formadas, independentemente das diferencas encontradas frente a disposicao de suas ligacdes
quimicas, estruturalmente em cinco carbonos, sendo assim denominados de unidades de
isopreno (CsHg), as quais conectam-se entre si mediante ligagdes “cabeca-a-cauda”, dessa
forma, configurando a regra do isopreno. Ademais, as unidades de cinco carbonos derivam-se
do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP), através
das vias bioquimicas do mevalonato e do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) (HILLIER;
LATHE, 2019; BONCAN et al., 2020).

Quanto a classificacdo, os terpenos se categorizam mediante o quantitativo de moléculas
de isoprenos que hd em sua estrutura (tabela 1), podendo ser também sub-classificados através
do perfil de ciclalizacio do composto, isto €, como aciclicos, monociclicos ou biciclicos

(CHO et al., 2017; LIRA et al., 2020).

Tabela 01 - Classificacio dos terpenos segundo quantitativo de unidades de isopreno.

Classificacao Unidades de isopreno Quantidade de Carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos >8 >40

Fonte: FELIPE; BICAS, 2017.

Os monoterpenos, por sua vez, correspondem a um maior e diversificado grupo de
substancias caracterizados por possuitem duas unidades de isoprenos conectadas em sua

estrutura quimica, podendo ser oxidados e ciclizados de distintos modos. Além disso, em
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decorréncia a seu peso molecular baixo, a maioria dos fitoconstituintes dessa classe, fazem

parte da composicao dos dleos essenciais (ZIELINSKA-BLAJET; FEDER-KUBIS, 2020).

3.3.Carveol

O carveol (CioH;60), também denominado segundo a International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) de 2-methyl-5-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-o0l, consiste em
um monoterpeno monociclico pertencente a fun¢do organica dos dlcoois (figura 1) de peso
molecular correspondente a 152,23 u. Fisicamente, é um liquido de coloragdo variante entre
incolor a amarelo, limpido, hidrofébico e com cheiro de hortela, o qual é encontrado nos 6leos
essenciais da casca da laranja, Endro (Anethum graveolens L.), sementes de cominho, bagas
de groselha negra, ché preto e tangerina (Citrus reticulata) (AHMED et al., 2020; HRITCU
et al., 2020; MALIK et al., 2020; PUBCHEM, 2021).

Figura 01 - Estrutura quimica do carveol.

CH,

HO
CH,

HaC

Fonte: AHMED et al., 2020.

O potencial terapéutico deste fitoconstituinte é verificado na literatura disponivel, os quais
destacam-se sua atividade como agente anti-inflamatério (MARQUES et al., 2019),
antinicotinico (LOZON et al., 2016), antimicrobiano (GUIMARAES et al., 2019),
antioxidante (KAUR et al.,, 2019), anticincer (BORDOLOI et al., 2018), nematicida
(ECHEVERRIGARAY; ZACARIA; BELTRAO, 2010), antinociceptivo (GONCALVES et
al., 2010) e vasorelaxante (SILVA et al., 2020).

3.4.Doencas infecciosas
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Determina-se como doengas infecciosas, afec¢des ocasionadas em um periodo recente e/ou
existente a um relativo grupo de individuos, o qual tem apresentado, ao longo do tempo, uma
alta significativa e acelerada com relacio ao surgimento de novos casos e cobertura
geogréifica. A principio, possivelmente, acontecem mediante a entrada de um agente
etiol6gico a um organismo vivo, em que ird se instalar e difundir em répida proporcao frente a
um conjunto populacional hospedeiro (GRISOTTI, 2010).

Estas enfermidades ocorrem eventualmente e de forma repentina, portanto dispde de
uma elevada capacidade a desencadear surtos a nivel mundial. Apesar de serem
transmissiveis, hd a probabilidade do individuo produzir imunidade a reinfeccdo, ndo
obstante, grande parte é alcancada mediante a utilizacdo de vacinas (MCARTHUR, 2019).

O surgimento e reemergéncia de uma doenga infecciosa dependem de diversos fatores
interligados e especificos ao agente microbiano, hospedeiro e ambiente humano. Quanto aos
fatores relacionados aos agentes microbianos pode-se destacar a afec¢des polimicrobianas,
adaptacdo e mutacdes genéticas. Em contrapartida, as condicdes integradas ao hospedeiro
humano correspondem ao comércio, viagens internacionais, bioterrorismo, uso irracional de
antimicrobianos, vulnerabilidade humana a infeccao, exposi¢des ocupacionais e demografia
bem como o comportamento humano. Por fim, com relagdo ao ambiente pode-se enfatizar o
clima, tempo, populacdes animais, ecossistemas em constantes modificagdes, pobreza, déficit
voltado aos servigcos de saide e desigualdade social e econdmica (MORENS; FAUCI, 2013).

Devido correlacionar-se de modo direto as circunstancias inapropriadas de vida e a
baixa renda, as doencas infecciosas possuem um cardter importante no ambito da saude
publica. No Brasil, tais ainda sdo presentes, mesmo apds a redu¢do da morbimortalidade a
partir da década de 1960, os quais estdo inclusas em um contexto de transicdo demografica e
epidemioldgica caracterizada pelo predominio das enfermidades cronico-degenerativas e
transmissiveis, além do retorno de afec¢des que se encontram contidas e pela diferenca no
panorama epidemioldgico pertencente as cinco regides do pais (SOUZA et al., 2020).

A eclosdo de novas infeccdes é imprevisivel, o que contribui para classifica-las como
um desafio frente aos seres humanos, visto que podem impacta-los através de contaminacdes
de larga escala propiciando ao aparecimento de pandemias e/ou epidemias, logo ameagando a
saide das pessoas e manutencdo da estabilidade global. Embora, existam aprimoramentos
compreendendo as vacinas, tratamentos e diagndsticos, as viagens turisticas internacionais e a
alta dependéncia mundial contribuem para elevagdo de adversidades no diagndstico e controle

dessas doencas (FAUCI; MORENS, 2012).



22

3.5.Farmacos antimicrobianos: Consequéncia associada ao uso exacerbado e a

resisténcia microbiana

Os farmacos de agdo antimicrobiana sao definidos como compostos naturais ou
sintéticos pelos quais atuam inibindo o crescimento e/ou morte de bactérias e fungos, podendo
ser usados tanto de forma preventiva quanto na terapia farmacoldgica preconizada (MOTA et
al., 2010).

A descoberta dos antimicrobianos propiciou a uma ascensao significativa no dmbito da
saude, visto que promoveu uma diminui¢do no quantitativo de ébitos causados por doencas
desencadeadas de infec¢des bacterianas e/ou fungicas. No entanto, as pessoas comecaram a
utiliza-los de modo indiscriminado, contribuindo, consequentemente, ao surgimento de
microrganismos multirresistente, isto €, micrébios que ndo apresentam sensibilidade a um ou
mais medicamentos antimicrobianos. Logo, ocasionando a infec¢des de quadros clinicos
graves e complexos de se aplicar um tratamento, sendo assim considerado um problema de
satide publica (KADOSAKI; SOUSA; BORGES, 2012; BARBOSA, 2014; FURTADO et al.,
2019).

As principais razdes inerentes ao uso indiscriminado dos medicamentos utilizados na
terapéutica antimicrobiana sio a prescricdo médica inadequada e a automedicagdo. A indevida
prescricdo justifica-se a grande quantidade de antimicrobianos no mercado, ma prética,
qualificacdo profissional, politicas ptblicas e pressdo praticada pela industria farmacéutica.
Atualmente, acerca do cendrio pandémico, os farmacos antimicrobianos estdo sendo
usufruidos de modo exacerbado e irresponsdvel para prevencdo ou melhoria da Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19), gracas a este contexto ter proporcionado nas pessoas um
sentimento de medo e desespero frente ao contdgio e obtencdo da enfermidade pelo qual
impulsionou a automedicagdo relacionada a uma busca irracional a cura e/ou profilaxia, o que
colabora ao aparecimento futuro de microrganismos resistentes, por conseguinte, as infec¢oes
serdo incurdveis devido a falta de substincias ativas. Esta afeccdo ndo possui nenhum
tratamento, mas diversos medicamentos estdo em testes (VIEIRA; FREITAS, 2021).

Tal resisténcia pode ser obtida mediante mutagdes genéticas ao longo do processo de
replicacdo celular ou em decorréncia ao estimulo de agentes mutagénicos (radiacdes
ionizantes e ndo ionizantes, espécies reativas de oxigénio ou agentes alquilantes), através da
transferéncia de genes de resisténcia de um microrganismo a outro pelo qual sdo repassados

por meio de mecanismos de transdugdo, transformacdo e conjugacdo bacteriana ou
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corresponde a uma peculiaridade especifica de determinadas espécies de microbios em virtude
de seus atributos estruturais ou funcionais exclusivos. Além disso, ocorrem devido a
mecanismos bioquimicos, dentre eles, destacam-se a inativacdo enzimatica do farmaco,
alteracdo do alvo da substancia ativa, bombas de efluxo, modificacdo relativa a
permeabilidade da membrana e formacao de biofilmes (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) a quantidade de géneros bacterianos
classificados como resistentes aumentou de maneira expressiva, pois no ano de 2014, 7 cepas
eram atribuidas a esta categorizacdo, sobressaindo o ano de 2017 com 12 espécies resistentes
aos antibidticos. Esse crescimento significativo é constatado a nivel global (PRATES et al.,
2020).

Os hospitais compreendem a locais vulnerdveis a origem de estirpes resistentes e
subsequente acelerada disseminacdo, uma vez que a terapia antimicrobiana € usada com
regularidade. Dessa forma, os efeitos causados por este problema de sadde publica
influenciam de modo negativo o enfermo e o estabelecimento hospitalar, em razdo da alta de
falecimentos e elevacdo do periodo de hospitalizacdo, o qual produz um grande custo
(VIEIRA; VIEIRA, 2017).

No mais, a atuacdo do farmacéutico no ambito hospitalar é de fundamental relevancia,
por executar intervencdes relativas ao controle dos indices hospitalares de infeccdo e nas

acoes voltadas ao uso seguro e racional das substancias antibidticas (MELO et al., 2019).
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4 Metodologia

4.1.Delineamento do estudo

Trata-se de uma revis@o do tipo integrativa, com o propdsito de possibilitar a reunido
de diversos estudos, os quais incluem a uma minuciosa investigacdo de importantes pesquisas
que contribuem para tomada de decisdes e aperfeicoamento da pratica clinica (OLIVEIRA et
al., 2017).

Para o direcionamento do estudo foi formulado a seguinte pergunta: “O carveol

apresenta uma atividade antimicrobiana promissora?”’.

4.2.Critérios de elegibilidade

Foram incluidos artigos publicados entre os anos de 2010 a 2021, sobre a atividade
antimicrobiana do carveol e que tivessem sido publicados nas linguas inglesa, portuguesa e/ou
espanhola. Pesquisas realizadas em tempo cronolégico desconforme do delimitado, pela qual
ndo apresentava a atividade antimicrobiana do carveol de modo isolado, evidenciava outras
atividades farmacoldgicas, eram revisdes da literatura, livros, capitulos de livros, ou que

ainda, abordassem acerca de assuntos ndo pertinentes ao proposto, foram excluidos.

4.3.Fontes de informacao

Os artigos foram recuperados a partir das bases de dados: BVS (Biblioteca Virtual em
Saude), PubMed, Scielo (Scientific Eletronic Library Online), ScienceDirect e Web of

Science. O levantamento dos dados ocorreu entre marco de 2020 a julho de 2021.

4.4.Estratégia de busca
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A estratégia de busca aplicada para pesquisa nas bases de dados se deu pela utilizagdo
dos seguintes descritores e palavras-chave: “(antimicrobial activity) AND (carveol)”,
“(atividade antimicrobiana) AND (carveol)”, “(antifungal activity) AND (carveol)”,
“(atividade antifungica) AND (carveol)”, “(antibacterial activity) AND (carveol)”,
“(atividade antibacteriana) AND (carveol)”, “((antimicrobial activity) AND (carveol)) AND

2 (13

association”,

2 (13

((atividade antimicrobiana) AND (carveol)) AND associagdo”, “((antifungal
activity) AND (carveol)) AND association”, “((atividade antifingica) AND (carveol)) AND
associacao”, “((antibacterial activity) AND (carveol)) AND association”, “((atividade
antibacteriana) AND (carveol)) AND associacao”, “((antimicrobial activity) AND (carveol))
AND Checkborad method”, “((atividade antimicrobiana) AND (carveol)) AND método de
Checkboard”, “((antifungal activity) AND (carveol)) AND Checkborad method”, “((atividade
antifingica) AND (carveol)) AND método de Checkboard”, “((antibacterial activity) AND
(carveol)) AND Checkborad method”, “((atividade antibacteriana) AND (carveol)) AND
método de Checkboard”, “((time kill kinetic assay) AND (carveol)) AND antimicrobial
activity”, “((time kill kinetic assay) AND (carveol)) AND antifungal activity”, “((time kill
kinetic assay) AND carveol) AND antibacterial activity”, “(antibiofilm) and (carveol)”,
“(antibiofilme) AND (carveol)”, “(antibiofilm activity) AND (carveol)”, “(atividade
antibiofilme) AND (carveol)”, “(fungi) AND “(carveol)”, “(fungo) AND (carveol)”,
“(bacteria) AND (carveol)”, “(bactéria) AND (carveol)”, carveol* "E" antimicrobial*
activity*, carveol* "E" antifungal* activity*, carveol* "E" antibacterial* activity*, carveol*
“E” bacteria*, carveol®* “E” fungi*, antimicrobial* activity* "E" carveol* "E" association*,
antifungal* activity* "E" carveol* "E" association*, antibacterial* activity* "E" carveol* "E"
association*®, antimicrobial* activity* "E" carveol* "E" Checkboard method*, antifungal*
activity* "E" carveol* "E" Checkboard method*, antibacterial* activity* "E" carveol* "E"

Checkboard method*, antibacterial* activity* "E" carveol* "E" time kill kinetic assay*,
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antimicrobial* activity®* "E" carveol®* "E" time kill kinetic assay*, antifungal* activity* "E"
carveol* "E" time kill kinetic assay*, antibiofilm activity* “E” carveol* e antibiofilm* “E”
carveol*. Deste modo, para realizagdo do método proposto, os artigos foram recuperados por

um pesquisador de forma independente.

4.5.Estudos selecionados e avaliacao dos procedimentos

A principio, os titulos e resumos dos artigos encontrados, foram examinados com o
intuito de averiguar os critérios de elegibilidade estabelecidos. Em seguida, ocorreu a leitura
completa dos estudos selecionados na primeira etapa, os quais aqueles ndo qualificados,
devido ndo atenderem o propdsito do estudo, foram excluidos.

Evidencia-se na figura 2, um fluxograma representando os estidgios do

desenvolvimento do estudo.

Figura 02 - Processo de busca, selecido, inclusao e exclusao de artigos.

2 998 estudos foram
analisados: Critérios de exdusio:
Identificados » BVS (N=53); IE\{}SGGQ{;? faixa de tempo estabeledda
* A SCIBE_O: (N_O); Sem ati-vidade antimicrobiana do carveol
s ScienceDirect (N=2763); isolado (N=974);
s PubMed: (N=145}); Assuntos nio pertinentes ao  proposto
s Web of Science: (N=37). (N=690):
f . (N 7) - Extratos de plantas (N=26);
- Extragio de compostos (N=39);
Avaliacio dos titulos e - Fitoterapia (N=31);
rESUInOos - Ciéndas farmacéuticas (N=80);
- Tecnologia de Alimentos (N=101);
. - Biotransformaciio de terpenos (N=14);
- Outros (N=388).
2973 BS['IJ(?OS foram Revisiio da literatura (N=371);
excluidos Capitulos de livos (N=260).
o 25 estudos lidos por
Elegiveis
completo
. Critérios de exclusio:
- Sem atividade antimicrobiana do carveol
20 estudos excluidos isolado (N=20).

Inclmidos

4.6.Extracao de dados

5 estudos incluidos

Fonte: Autoria prépria, 2021.
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Foram extraidas as seguintes varidveis: autor(es) e ano, tipo do microrganismo,
espécie, identificacdo da cepa, indéculo, meio de cultura utilizado, método usado,
concentracdes de atividade, mecanismo de agdo, e outras informacdes necessdrias acerca das

metodologias analisadas.
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Dos 2 998 artigos recuperados nas bases de dados, apenas 5 foram selecionados para

compor os resultados do estudo, sendo estes, evidenciados na tabela 2.

Tabela 02 - Atividade antimicrobiana do carveol.

(2015)

Nimero  Autores (as) Tipo de Espécie Identificacio Inéculo Método Meio de Concentracio
e ano microrganismo cultura Inibitéria
Minima
1 Borges et al. Bactéria Escherichia coli  CECT-434% 1 x 10° Microdilui¢do CMH** 200 pg/mL
(2017) células/mL
Borges et al. Bactéria Staphylococcus CECT- 976* 1 x 10° Microdiluicio CMH** 2000 pg/mL
(2017) aureus células/mL
Guimardes et Bactéria Escherichia coli  ATCC- 1,5 x 10® Microdiluicio CMH** 60 png/mL
al. (2019) 8739 células/mL
Guimardes et Bactéria Staphylococcus ATCC- 1,5 x 10° Microdilui¢io CMH** 15 pg/mL
al. (2019) aureus 25923 %%#%* células/mL
Guimardes et Bactéria Salmonella ATCC- 1,5 x 10° Microdilui¢io CMH** 30 pg/mL
al. (2019) Typhimurium 14028*** células/mL
Guimardes et Bactéria Bacillus cereus ATCC- 1,5 x 10° Microdilui¢io CMH** 120 pg/mL
al. (2019) 14579 células/mL
Lopez- Bactéria Escherichia coli  CECT-434* 1 x 10° Microdilui¢io CMH** 200 pg/mL
Romero et al. células/mL



Lopez-
Romero et al.

(2015)

Konuk;
Ergiiden

(2020)

Montenegro

et al. (2019)

Montenegro

et al. (2019)

Montenegro

et al. (2019)

Montenegro

et al. (2019)

Bactéria

Fungo

Fungo

Fungo

Fungo

Fungo

Staphylococcus

aureus

Saccharomyces

cerevisiae

Candida

glabrata

Candida

lusitaniae

Candida

guilliermondii

Candida

albicans

CECT- 976*

YPH-499

1091 2%

220475

109355

1 x 10°

células/mL

1 x 10°

CFU/mL

1,5 x 108

células/mL

1,5 x 108

células/mL

1,5 x 108

células/mL

1,5 x 108

células/mL

Microdiluigado

Disco-difusao

Microdiluigdo

Microdilui¢do

Microdilui¢do

Microdiluigdo

CMH**

RPMI

1640

RPMI

1640

RPMI

1640

RPMI

1640
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2000 pg/mL

10-20 mM

>16 pg/mL

>16 ng/mL

>16 ng/mL

>16 pg/mL

*Spanish Type Culture Collection; “Caldo Muller Hinton;  American Type Culture Collection; ****Colegéo do

Laboratério de Microbiologia Clinica, Faculdade de Medicina, Universidade de Valparaiso;

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

presentes em distintos géneros de bactérias (N=8) e fungos (N=5) (Gréfico 1).

A atividade antimicrobiana do carveol foi verificada contra 13 (N) microrganismos

Espécies pertencentes ao género Candida, destacaram-se, devido serem 0s organismos

mais estudados, apresentando um percentual de 30,70% (N=4), subsequentes as linhagens de

Escherichia e Staphylococcus, ambas com as mesmas porcentagens, correspondentes a

23,10% (N=3).



30

Grifico 01 - Percentual de cepas sensiveis ao carveol, classificadas por género.

N=13
40,00% 1
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30,00% -
23,10% 23.10%
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A resisténcia desses microbios aos farmacos antimicrobianos, contribuem como uma
justificativa ao interesse na obtencdo de novas substancias quimioteripicas, visto que
representam um problema de satide publica, em decorréncia de propiciarem ao aumento da
taxa de mortalidade e morbidade. Além disso, sdo considerados patdgenos responsdveis por
ocasionar a infec¢des nosocomiais e oportunistas, sendo assim de grande importancia clinica
(NUNES et al.,, 2011; KADOSAKI; SOUZA; BORGES, 2012; CORDEIRO et al., 2020; HE
et al., 2020).

Dessa forma, para avaliagdo da atividade antimicrobiana do carveol é fundamental a
realizacdo de testes in vitro, através do uso de diversas metodologias, que podem ser

visualizadas no gréfico 2.

Grifico 02 - Técnicas de diluicdo e difusdo (em porcentagem) utilizadas para avaliar o potencial
antimicrobiano do carveol.

N=13

B Microdiluicdo
1 Disco-difusio

92.30%
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Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

A microdiluicao (93,20% / N=12) em caldo (MDC) foi o aplicado na maior parte dos
artigos inclusos. O teste de MDC permite investigar o potencial bioativo de vdrias
substancias, empregando pequenas quantidades do composto em diferentes concentracdes e
dispondo de uma elevada sensibilidade e precisao (DE-SOUZA-SILVA et al., 2018; VEIGA
et al., 2019), vantagens estas, pelas quais podem ter colaborado com relagdo a escolha dos
pesquisadores para a mencionada metodologia.

A técnica de disco-difusdo foi utilizada em apenas um estudo (7,7%), provavelmente
por ser um método trabalhoso e que requer alto custo e maior espaco em laboratério para sua
execugdo. Além disso, a utilizacdo do disco aplicado no extrato permite a presenca de
resquicios de residuos proximos ao disco, propiciando a uma influencia com relagdo a
medicdo dos halos e concentragdo do préprio disco (BONA et al., 2014).

Entretanto, ambos os procedimentos sdo relevantes e necessdrios para determinacao da
concentracdo inibitéria minima (CIM), em que € definida como a menor concentracdo do
composto-teste capaz de inibir o crescimento visivel do patégeno (SILVA et al., 2008). Os

resultados a respeito dos valores da CIM estdo expressos em porcentagem no grafico 3.

Grifico 03 - Valores da Concentracio Inibitéria Minima por porcentagem para diferentes

organismos utilizando o método de microdiluicao.

83.30%
<600 pg/mL

600-1500 pg/mL ' 0%

N=12

>1500 pg/mL 16,70%

0,00%  20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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A maioria das cepas observadas nos estudos apresentaram sensibilidade ao carveol,

com uma CIM correlata a valores <600 pg/mL (83,30% / N=10), seguida das concentracdes

>1500 pg/mL (16,70% / N=2). Portanto, o carveol apresenta atividade antimicrobiana

satisfatoria, tendo em vista os valores das CIMs serem iguais ou inferiores a 600 pg/mL

(SARTORATTO et al., 2004; SCHERER et al., 2009).

Dentre os métodos pelos quais podem ser utilizados para determinacao da capacidade

microbicida de um produto natural ou sintético, apenas o da concentragao bactericida minima

foi realizado nos trabalhos selecionados, sendo assim seus dados demostrados na tabela 3.

Tabela 03 - Atividade microbicida do carveol.

Nimero Autores Tipo de Espécie Identificacio Método Meio de  Concentracdo
(as) e ano microrganismo cultura Microbicida
Minima

1 Guimaraes Bactéria Escherichia coli ATCC-8739* CBM** AMH*** 250 pg/mL
et al.
(2019)

2 Lopez- Bactéria Escherichia coli  CECT-434%%*% CBM** AMH**%* 1500 pg/mL
Romero et
al. (2015)
Lopez- Bactéria Staphylococcus ~ CECT-976%*%** CBM** AMH*** 2500 pg/mL
Romero et aureus
al. (2015)

“American Type Culture Collection; = Concentracdo Bactericida Minima;

Type Culture Collection;

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

“"Agar Muller Hinton; = Spanish

O carveol foi efetivo a bactéria, Escherichia coli (ATCC-8739), com uma

concentracdo referente a 250 pug/mL. O oposto se verificou nas cepas de Escherichia coli
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(CECT-434) e Staphylococcus aureus (CECT- 976), em que demostraram concentracdes de
1500 e 2500 pg/mL, respectivamente.

A CBM compreende a menor concentragdo do bioativo responsavel por promover a
morte bacteriana. Posto isto, em tratamentos destinados a enfermos imunodeficientes, €
bastante proveitoso os valores desse método (SUFFREDINI; VARELLA; YOUNES, 2007;
DANTAS, 2013; BANCALARI et al., 2020). No entanto, € necessdrio a realizacdo de outros
experimentos utilizando modelos animais para uma elucidagdo melhor da atividade
antimicrobiana em organismos vivos, afim de assegurar a qualidade e seguranca da terapia
nesses casos.

Guimaraes et al. (2014), investigaram a acdo microbiocida do carveol utilizando o
método de time-kill, o qual observaram que este fitoconstituinte ndo ocasionou a morte de
Escherichia coli (ATCC-8739) na CIM, entretanto foi bastante eficaz na concentracao de 4 x
CIM, o qual diminuiu o nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) em 6 log;o em 2
horas, apresentando uma atividade bactericida satisfatéria. E notério enfatizar também que
houve a presenca de uma atividade do fitoconstituinte na 2 x CIM, reduzindo a quantidade de
UFC em 6 log;pem 12 horas. A técnica de time-kill, por sua vez, demostra a acdo microbicida
do composto testado por um periodo de tempo, o qual contém uma maior sensibilidade e
custo (ROSATTO, 2012). Dessa forma, o carveol possui um provavel potencial bactericida.

Uma alternativa aplicada, atualmente, para avaliar o potencial antimicrobiano, é o

ensaio equivalente a atividade antibiofilme, o qual pode ser visualizada na tabela 4.

Tabela 04 - Atividade antibiofilme do carveol.

Nuamero Autores Espécie Identificacao Método Concentracao  Inibiciao do
(as) e ano do carveol biofilme
1 Borges et Escherichia CECT-434* Método de 2 x CIM** 52%
al. (2017) coli quantificagdo
de biomassa 5 x CIM** 54%

usando cristal

de violeta e 10 x CIM** 56%

unidades

formadoras

de colonia
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(570 nm)
Borges et Staphylococcus CECT-976* Método de 2 x CIM** 56%
al. (2017) aureus quantificagdo
de biomassa 5 x CIM** 60%

usando cristal
de violeta e 10 x CIM** 67%
unidades
formadoras
de coldnia

(570 nm)

"Spanish Type Culture Collection;  Concetracdo Inibitétia Minima;

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Carveol expressou uma acao antibiofilme moderada frente ao bacilo, Escherichia coli
(CECT-434), inibindo 52%, 54% e 56% do biofilme bacteriano nas concentracdes de 2 x
CIM, 5 x CIM e 10 x CIM, respectivamente. Quanto a atividade do terpeno frente a cepa de
Staphylococcus aureus (CECT- 976), foi melhor, dado que apresentou percentuais de inibi¢ao
maiores, sendo estes, de 52%, 60% e 67%, simultaneamente, as concentracdes 2 x CIM, 5 x
CIMe 10 x CIM.

Tal efeito é importante, pois o biofilme caracteriza-se como um mecanismo de
autodefesa da bactéria, consequentemente, contribuindo para o desenvolvimento de sua
resisténcia as drogas antibacterianas, o que contribui para uma piora no quadro clinico do
individuo acometido (NADER et al., 2018).

A metodologia mais utilizada foi a de quantificacdo de biomassa usando cristal de
violeta e UFC. Esta técnica € um método quimico colorimétrico, pelo qual apresenta diversas
vantagens, correspondentes a versatilidade, elevado rendimento e a ndo necessidade de serem
destacados em um suporte, prevenindo uma contagem tendenciosa das coldnias
microbioldgicas. Todavia, hd limitacdes referentes a auséncia da reprodutibilidade, falta de
um protocolo padrdo, além do procedimento poder estar relacionado a qualquer biomassa

bacteriana aderida (AZEREDO et al., 2017).
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Ademais, o mecanismo de a¢do antimicrobiano do carveol, ainda é desconhecido.
Contudo, estudos presentes na literatura tentam elucida-los, permitindo-os descrever possiveis

atuacdes, os quais podem ser analisados na tabela 5.



Tabela 05 - Mecanismo de acao da atividade antimicrobiana do carveol.
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Niimero Autores (as) e Tipo de Espécie Identificacio Método Parametros analisados  Efeitos ao micrébio  Possivel Mecanismo
ano microrganismo de acio
1 Guimardes et al. Bactéria Escherichia coli ATCC-8739%* MEV#%* Morfologia Células Interrompendo a
(2019) apresentavam divisdo celular ou a
formas irregulares disfungdo da
com detritos membrana celular.
2 Lopez-Romero Bactéria Escherichia coli CECT-434%%*%* Caracterizacao fisico- Grau de A superficie celular  Interagem fortemente

et al. (2015)

quimica de
superficies
bacterianas

Potencial Zeta
Captacao de Iodeto de

Propidio

Vazamento de
potdssio

Hidrofobicidade, tensdo
superficial e
componentes polares e
apolares

Carga superficial
Avaliacdo da integridade

da membrana

Permeabilidade da
membrana

ficou mais
hidrofilica,
componentes:
apolares ndo se
modificaram;
polares reduziram;
aceitadores de
elétrons reduziram;
e os doadores de
elétrons
aumentaram.

Células ficaram
menos negativas

Dano a membrana,

ions adentraram na

célula, corando-as
em 32%

Nio houve perda de
potésio

com os constituintes
da superficie celular,
ligam-se a superficie
celular, formando
uma monocamada ao
redor da célula que
modifica o potencial
eletrostatico e a
hidrofobicidade e,
portanto, desestabiliza
a integridade da
membrana, resultando
na liberagdo de
componentes
celulares internos



Lopez-Romero
et al. (2015)

Konuk;
Ergiiden (2020)

Bactéria

Fungo

Staphylococcus aureus

Saccharomyces
cerevisiae

CECT- 976%%*%* Caracterizacdo fisico-
quimica de
superficies

bacterianas

Potencial Zeta

Captacido de lodeto de
Propidio

Vazamento de
potéssio

YPH499 Medig¢do do pH

extracelular

Medicdo da
condutividade
extracelular

Medicido da liberagao
do material celular

Grau de hidrofobicidade,
tensdo superficial e
componentes polares e

apolares

Carga superficial

Avaliacdo da integridade

da membrana

Permeabilidade da
membrane

Permeabilidade da

membrana

Permeabilidade da
membrana

Avaliacdo da integridade

da membrana

A superficie celular
ficou mais
hidrofilica,

componentes:
apolares ndo se
modificaram;
polares reduziram;
aceitadores de
elétrons reduziram;
e os doadores de
elétrons
aumentaram

Células ficaram
menos negativas
Dano a membrana,
ions adentraram na

célula, corando-as
em 44%

Nao houve perda de
potésio intracelular

Aumentou o pH

Pertubou levemente
a membrana

Vazamento de ions
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Interagem fortemente
com os constituintes
da superficie celular,
ligam-se a superficie
celular, formando
uma monocamada ao
redor da célula que
modifica o potencial
eletrostatico e a
hidrofobicidade e,
portanto, desestabiliza
a integridade da
membrana, resultando
na liberagdo de
componentes
celulares internos

Perturbar a
integridade da
membrana celular,
causando o
vazamento de fons,
resultando na morte
celular
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*American Type Culture Collection; **Microscopia Eletronica de Varredura;  Spanish Type Culture Collection;

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Apds a obtencdo e avaliagdo dos dados apresentados pelos estudos, foi evidenciado
um consenso das hipéteses elaboradas pelos pesquisadores. Portanto, possivelmente o modo
de acdo antimicrobiano do carveol, dd-se mediante a sua capacidade de provocar danos a
membrana celular do microrganismo (Figura 3).

Provavelmente, o carveol, devido ao seu carater lipofilico, atravessa a parede celular e
interage com os lipidios encontrados na membrana plasmdtica do micrébio, tornando-as mais
permedveis (Figura 3). A permeabilizacdo da membrana citoplasmadtica bacteriana dd-se em
razdo da falta do trifosfato de adenosina (ATP), diminuicdo do potencial de acdo, perca de
ions e colapso de ATPases, como a bomba de sédio e potdssio. Além disso, coagulam o
citoplasma e provocam danos a parede e membrana celular, proporcionando a vazdo de
macromoléculas, assim como ao rompimento da célula (BAKKALI et al., 2008; COUTINHO
et al., 2015).

Figura 03 - Representacao grafica do possivel mecanismo de acio antimicrobiana do carveol.

Carveol-______. ® ® ® @

@ ®
l ® o ® ®
Peptideoglicano ] @

Acido teicdico

Acido lipoteicaico =

1 1 1 1 1
Al

Bactéria Gram-positiva \K

Proteinas

(1)

(1) O carveol interage com a superficie externa da bactéria; (2) Atravessando-a; (3) Ao chegar a membrana

celular do microrganismo, mistura-se a mesma, tornando-a permedvel; (4) Em seguida, hd a destruicdo de
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estruturas celulares; (5) Danos graves e irreversiveis que propiciam a ruptura da membrana celular, o que

provocara a morte do micrébio.

Fonte: Autoria prépria, 2021.

As bactérias Gram-positivas, quando comparadas as Gram-negativas, sdo mais
vulnerdveis as substancias volateis (como o carveol), pois sdo constituidas de uma camada de
peptideoglicano, embora espessa, ndo impossibilita a passagem desses compostos naturais; e
favorecem a entrada de substancias, através das partes hidrofébicas dos 4cidos lipoteicdicos,
encontrados na membrana celular. As Gram-negativas, por sua vez, colaboram para uma
limitada difusdo destes produtos naturais, devido a presenca de uma membrana celular externa
mais complexa e resistente, sendo abundantemente formadas de lipopolissacarideos
(CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

Além dos mecanismos mencionados, nos fungos, os terpenos ainda podem promover a
inibicao da sintese do ergosterol. O ergosterol € um lipideo presente na membrana plasmética
destes microrganismos, sendo assim responsdvel pelo controle de sua fluidez e
permeabilizacdo, consequentemente, a perda desta estrutura lipidica contribuird para o
aumento da permeabilidade da membrana (BRILHANTE et al., 2016; LUCHINI et al., 2020).

Geralmente, a citotoxicidade dos 6leos essenciais ocorre, sobretudo, na existéncia de
alcoois, fendis e aldeidos em sua composicdo. Logo, o radical hidroxila pertinente ao
monoterpeno estudado € fundamental a sua atividade antimicrobiana, uma vez que eleva sua
lipofilicidade e € necessario para formacao de ligacdes de hidrogénio e liberacdo de prétons,
0s quais sao relevantes para acarretar a morte do patégeno (BAKKALI et al., 2008; WANG et
al., 2018).
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, foi verificado uma promissora atividade antimicrobiana do carveol,
em que 13 cepas de diferentes espécies foram sensiveis ao mesmo. Além disso,
Staphylococcus, Escherichia e Candida correspondem aos géneros mais estudados.

A técnica de microdilui¢ao em caldo foi o método mais utilizada para a determinacao
da ac@o antimicrobiana do carveol. Quanto ao possivel mecanismo de acdo da atividade
antimicrobiana do carveol, di-se mediante aos graves danos causados nas membranas
citoplasmaticas, o que promovera a lise celular.

Dessa forma, poucos estudos no acervo cientifico disponivel abordam sobre o assunto,
sendo assim necessario a realizacdo de mais estudos in vitro e in vivo para uma melhor

elucidagdo de sua agdo.
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Estimada colega lgara,

Basado en el concepro favorable de los evaluadores, mediante esta comunicacion me
g5 grato informarle gue su manuscrito titulado “0 potencial antimicrobiano do
carveol: uma revisdo integrativa”, escrito por Gustavo Fermandes Queiroga Moraes,
Girlene Macena Santos, Franciele Maiara de Araujo Castro e lgara Qliveira Lima, ha sido
aceptado para publicacion en nuestra revista (Vol. 50, No. 3, diciembre de 2021).

En este orden de ideas, esperamas enviarle las respectivas pruebas de imprenta tan
pronto como sea posible.

Sin otro particular y agradeciendo por la atencion prestada me suscribo de usted.
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