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RESUMO

Com o aumento da disseminacao de mecanismos de resisténcia, o tratamento de
infecgdes bacterianas vem se tornando cada vez mais problematico, uma vez que o
namero de antimicrobianos eficazes no tratamento destes microrganismos torna-se
cada vez mais reduzido. Dentre as varias formas de adaptacdo bacteriana, a
producdo de betalactamases de espectro estendido (ESBL) é um importante
mecanismo de resisténcia presente na familia Enterobacteriaceae. Com base nas
informacdes expostas o presente trabalho teve como objetivo estudar a atividade
antimicrobiana dos fitoconstituintes timol e carvacrol contras cepas de Escherichia
coli produtoras de betalactamases de espectro estendido e determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM) do timol e do carvacrol. A metodologia foi
realizada no Laboratério de Microbiologia (J11) no Centro de Educacgédo e Saude da
Universidade Federal de Campina Grande, estado da Paraiba, Brasil. Para a
determinacao da CIM dos fitoconstituintes selecionados, foram utilizadas cepas
bacterianas de E. coli produtoras de ESBL (C-18, C-21, C-20, C-24, C-25, 24, 65)
oriundas de pacientes ambulatoriais e a técnica de microdiluicdo em placa de 96
orificios por meio da diluicdo seriada a uma razdo de dois, reservando a ultima
coluna para o controle do crescimento dos microrganismos, sendo todos os
procedimentos realizados em triplicata e a incubagcdo das microplacas em estufa
bacteriolégica a uma temperatura de * 37 °C com uma variagao de 2 "C. Apds um
periodo de incubacao de 24 horas as placas foram retiradas da estufa e foi feita a
leitura da CIM dos fitoconstituintes testados. Desta forma a CIM do carvacrol
apresentou concentragbes de 64 pug/mL para a cepa 65 e 128 ug/mL para as cepas
C-18, C-20, C-21, C-24, C-25 e 24. Ja frente a agédo do timol, a CIM foi determinada
como: 1.024 ug/mL para a cepa C-25; 512 ug/mL para as cepas C-18, C-21, 24 e 65;
256 pg/mL para a cepa C-24; e 128 ug/mL para a cepa C-20. Por meio da
Concentragao bactericida minima (CBM), foi possivel determinar o tipo de atividade
apresentada pelo fitoconstituinte sendo esta do tipo bacteriostatica, uma vez que foi
observado um crescimento acima de 3 UFCs em todas as placas.

Palavras-chave: Escherichia coli; betalactamases; terpenos.



ABSTRACT

With the increasing spread of resistance mechanisms, the treatment of bacterial
infections has become increasingly problematic, since the number of effective
antimicrobials in the treatment of these microorganisms becomes increasingly
reduced. Among the various forms of bacterial adaptation, the production of
extended spectrum betalactamases (ESBL) is an important resistance mechanism
present in the Enterobacteriaceae family. Based on the information presented, the
present study aimed to study the antimicrobial activity of thymol and carvacrol
phytochemicals against Escherichia coli strains producing extended spectrum
betalactamases and to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
thymol and carvacrol. The methodology was carried out at the Microbiology
Laboratory (J11) at the Education and Health Center of the Federal University of
Campina Grande, state of Paraiba, Brazil. For the determination of the MIC of the
selected phytochemicals, bacterial strains of ESBL (C-18, C-21, C-20, C-24, C-25,
24, 65) producing E. coli were used from outpatients and the 96-hole microdilution
technique was performed by serial dilution at a ratio of two, reserving the last column
for growth control of the microorganisms, all procedures being performed in triplicate
and incubation of the microplates in a bacteriological oven at a temperature of + 37
°C with a variation of 2 °C. After a 24 hour incubation period the plates were removed
from the oven and the MIC of the tested phytochemicals was read. Carvacrol MIC
showed concentrations of 64 ug / mL for strain 65 and 128 ug / mL for C-18, C-20, C-
21, C-24, C-25 and 24 strains. thymol, the MIC was determined as: 1,024 ug / mL for
the C-25 strain; 512 ug / mL for C-18, C-21, 24 and 65 strains; 256 ug / mL for strain
C-24; and 128 pg / mL for the C-20 strain. By means of the Minimal bactericidal
concentration (CBM), it was possible to determine the type of activity presented by
the phytoconstituent being of the bacteriostatic type, since growth above 3 CFUs was
observed in all the plaques.

Keywords: Escherichia coli; betalactamases; terpenes.
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1.  INTRODUCAO

As enterobactérias sdo constituintes da flora microbiana humana sendo
considerados relativamente inofensivos, mas podem vir a agir como agentes
etiolégicos de diferentes enfermidades, a exemplo de processos diarreicos,
colecistite, bacteremia, meningite neonatal, pneumonia e destaca-se principalmente
pelo grande acometimento de infeccbes do trato urindrio. A familia
Enterobacteriacea tem como grande representante a Escherichia coli, bactéria gram-
negativa movel, anaerobica facultativa, que ndo possui capacidade de produgéo de
esporos (RATH et al., 2014). A severidade das doencgas causadas pelas cepas de E.
coli esta diretamente associada com a expressao e acao dos fatores de viruléncia,
que contribuem para o aumento da patogenicidade, e como consequéncia, 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos faz com que as cepas de E.coli apresentam
formas de resisténcia aos principais farmacos utilizados na terapéutica de infeccoes
bacterianas (YUN et al., 2013).

Um exemplo tem sido o fenbmeno de resisténcia aos betalactamicos, através
da producdo de enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico de penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos, como também a capacidade de conferir
resisténcia contra outros farmacos antimicrobianos como: aminoglicosideos,
tetraciclinas, clorafenicol e quinolonas, devido ao fato de atuarem na inibicdo de uma
vasta gama de classes farmacoldgicas, estas enzimas recebem a denominacéo de
betalactamases de espectro estendido (ESBL) (ROSSOLINI et al., 2008; KUMAR,;
VARELA, 2013).

Com o constante aumento da expressao de ESBLs como forma de resisténcia
pelos microrganismos pertencentes aos géneros Escherichia, Proteus e Klebsiella,
estudos tem indicado como um dos principais influenciadores nas taxas de
mortalidade de pacientes acometidos por infeccées bacterianas, causadas por estes
microrganismos, uma vez que o numero de antimicrobianos eficazes no tratamento
tem se tornado cada vez mais limitado, acaba por gerar um substancial desafio no
tratamento de infec¢des por bactérias produtoras de ESBL (TUMBARELLO et al.,
2010).

Produtos naturais mostram-se promissores agentes no controle de infecgbes

bacterianas, os éleos essenciais e os terpenos tém apresentado diversas atividades
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bioldgicas, dentre elas ag¢des antimicrobianas (FERNEBRO, 2011). Dentre estes,
destacam-se o carvacrol e o timol que tém sido relatados por alguns autores como
moléculas promissoras no estudo de alternativas terapéuticas para o tratamento de
infeccdes (BAKKALI et al., 2008; OZKAN; ERDOGAN, 2011; VERAS et al., 2013)
Nessa perspectiva a presente pesquisa foi desenvolvida no intuito de investigar

novos farmacos com agéo antimicrobiana por meio de moléculas de origem vegetal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
o Estudar a atividade antibacteriana dos fitoconstituintes timol e
carvacrol frente cepas de Escherichia coli produtoras de -
lactamases de espectro estendido (ESBL), C-18, C-21, C-20, C-24,
C-25, 24, 65.

2.2 Objetivos especificos
e Investigar a atividade antimicrobiana do timol e carvacrol contra
cepas de Escherichia coli produtoras de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL);
e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do timol e do
carvacrol;
e Avaliar a concentracdo bactericida minima (CBM) dos

fitoconstituintes.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria classificada como bacilo gram-negativo mével,
anaerébico facultativo, ndo apresenta capacidade de producdo de esporos
pertencente a familia Enterobacteriaceae a qual engloba um grande numero de
microrganismos com caracteristicas semelhantes tanto em habitat como em
classificacdo, apresentam facil manuseio em laboratério uma vez que suas
exigéncias nutricionais sdo minimas assim facilita no seu cultivo e em sua
disseminacgao (figura 1) (MURRAY et al., 2015).

Figura 1: Estrutura da E. coliem imagem de microscopia eletronica.

AccV'  Spot Magn  Det WD Exp
300KV 30 6836x SE 84 3

Fonte: https://pixnio.com/free-images/science/microscopy-images/escherichia-
coli/number-of-gram-negative-escherichia-coli-bacteria.jpg.

As caracteristicas bioquimicas sdo de suma importancia para a identificacdo da
E. coli uma vez que, permitem a diferenciagdo dos demais bacilos gram-negativos e
dos que fazem parte da familia Enterobacteriaceae (figura 2) (LEVY CE, 2004).
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Figura 2: Caracteristicas bioquimicas simplificadas da E. coli em porcentagem %.

Indol | Citrat | H:5 | Uréla | Fenil | Lisin | Argin | Omit | Mot

98% 1% 1% 1% 0% | 90% | 17% | 63% 95%

Escherichiacoli = = -
Malon | Ghlicose | Lactos | Sacarose | Esculina | DNase

0% 95% 95% 50% 33% 0%

Fonte: Autor.

As cepas de E. coli sao geralmente inofensivas uma vez que ocorrem na flora
intestinal de individuos saudaveis, embora também possam causar infeccdbes em
varias partes do organismo, o que acaba por torna-los potenciais agentes
patologicos, constantemente relacionadas com infec¢oes urinarias (ITU), devido a
proximidade da regido perianal e da regido uretral (BRASIL 2011; FENG et al., 2012;
FORSYTHE, 2013).

Por fazer parte do grupo de coliformes fecais (a 45 °C) a E.coli € amplamente
utilizada como indicador de contaminacao fecal e possivel presenca de bactérias
patogénicas, sendo esse seu uso favorecido pela facil disseminagdo no ambiente
(excretada nas fezes) e por conseguir sobreviver no ambiente em que foi excretada
por semanas ou meses (SAVIOLLI, 2010; FENG et al., 2012).

3.2 Fatores de viruléncia e formas de E.coli patogénicas

Os fatores de viruléncia compdem grande parte da estrutura bacteriana a qual
é formada por fatores antigénicos, sendo que estas contribuem diretamente para a
caracterizacao dos sorogrupos de E.coli. Com base em estudos desenvolvidos por
Kauffman em 1947, se torna possivel determinar o sorotipo bacteriano com base em
seus principais antigenos de superficie, tais como: antigenos somaticos (O),
capsulares (K), Flagelares (H) e fimbriais (F) (figura 3) (ROCHA 2008; SAVIOLLI,
2010).
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Figura 3: Demonstracdo da estrutura dos fatores de viruléncia da E. coli.

Fonte:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/20/Enterobacteriaceae_Antigen.svg/2
000px-Enterobacteriaceae_Antigen.svg.png.

O antigeno somatico (O) compbe uma das fracbes formadoras do
lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias gram-negativas,
este polissacarideo apresenta termo estabilidade a 121° C por duas horas
(MAGALHAES et al., 2007). J4 o antigeno capsular (K) compde o grupo de
polissacarideos responsaveis por envolver a parede celular, que por sua vez sao
constituidos por um &cido polimérico composto por 2% de agucares reduzidos
(CALIMAN, 2005). O flagelar (H) apresenta natureza proteica a qual € conhecida
como flagelina, considerado termo instavel a 100 °C por 30 min (BERCHIERI
JUNIOR et al.,, 2009). O antigeno frimbrial (F) é constituido por moléculas de
natureza proteica, sua expressao in vitro pode ser influenciada por fatores como pH,
temperatura de cultivo e osmolaridade do meio (CALIMAN, 2005).

Algumas vertentes afirmam que as cepas comensais de E. coli, aparentemente
inofensivas quando presentes em seu habitat normal, podem vir a se transformar em
cepas do tipo patogénicas, isso depende de multiplos processos relacionados com a
perda ou ganho de elementos genéticos, que por sua vez desempenham um papel
crucial na codificacdo de fatores de viruléncia, capaz de gerar versées de E.coli
capazes de desencadear diferentes processos patologicos (CROXEN & FINLAY,
2010; TORRES, 2010).

Segundo Croxen & Finlay (2010), estes patdgenos podem ser classificados

segundo suas caracteristicas de viruléncia, em 8 grupos responsaveis por
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desencadear processos infecciosos em humanos, dentre os quais: EPEC (E. coli
enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora),
EHEC (E. coli enterohemoragica), EAEC (E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli
uropatogénica), NMEC (E. coli meningite neonatal), DAEC (E. coli que adere
difusamente). Os fatores de viruléncia também influenciam diretamente no espectro
patolégico destes sorogrupos de E.coli que variam desde a capacidade de
adaptacdo e colonizagdo de diferentes sitios alvos do hospedeiro, por estes
microrganismos que, ap0s passar pelo processo de aquisicdo de fatores de
viruléncia apresentam seu espectro de patogenicidade aumentado (figura 4)
(TORRES, 2010).

Figura 4: Sitios de colonizacao dos sorotipos patogénicos de E.coli.

1- Cérebro: NMEC

2- Corrente sanguinea:

UPEC e NMEC
. ' 3- Rins: UPEC

S
ii 4- Intestino grosso: EHEC, EIEC

— e EAEC

i = -.—_»'9-'/
ﬁ

s {(\ f\:“ 5- Intestine delgado: EPEC, ETEC,
‘L Jy \\ / DAEC e EAEC
7 %
6 - Bexiga: TPEC
L) 2,

Fonte: Autor
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3.3 Multirresisténcia bacteriana

Atualmente a multirresisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos €
encarada como um grande problema de saude publica, ja que esta representa um
risco a qualidade de vida humana, devido a redugdo no numero de farmacos
eficazes no tratamento e como consequéncia gera um aumento nos custos do
tratamento, assim dificultando cada vez mais a melhora do paciente (KUMAR;
VARELA, 2013).

O processo natural de resisténcia e adaptacdo bacteriano a condicdes
adversas, que quando mencionadas podem ser atribuidas a interacao farmaco-
microrganismo (sitio de agao), sofrem um continuo processo de evolugao o qual foi e
vem sendo estimulado por uma serie de mas condutas relacionadas com a forma de
utilizagdo dos farmacos antimicrobianos. As formas como esses farmacos sao
utilizados desde em ambientes hospitalares, ambulatoriais, domésticos e até mesmo
na agropecuaria, acabam por influenciar diretamente na taxa de expressao de genes
de resisténcia, uma vez que os antimicrobianos quando utilizados de maneira errada
atuam como estimuladores da resisténcia bacteriana (SILVA et al., 2012).

O ambiente hospitalar pode ser considerado como um dos principais ambientes
responsaveis pela selecdo de patdgenos resistentes, esta por muitas vezes
associado a falhas nos procedimentos de biosseguranca dentre os quais: o uso de
equipamentos de protecdo individual, lavagem das méaos, técnicas de assepsia.
Quando se trata do ambiente doméstico, outro ambiente seletor, pode-se atribuir
como os principais fatores a gerarem feedbacks negativos, a adesdo incompleta ao
tratamento e a automedicacgéo, ou seja, em qualquer ambiente que seja quando se
trata da utilizacdo de farmaco antimicrobiano, se faz necessario orientacao, sempre
com o acompanhamento de profissionais capacitados, ressaltando cada vez mais a
importancia da execucao de um bom servico de dispensacdo onde a atuagcéo do
farmacéutico se torna indispensavel, além disso a realizacdo de culturas e
antibiogramas pode eliminar grande parte dos erros cometidos durante o tratamento
empirico (FERRACINI et al., 2014; ORUS et al., 2015).

Como forma de resposta a grande pressao seletiva imposta pelos antibioéticos,
boa parte da populacdo bacteriana desenvolveu estratégias de defesa capazes de
garantir sua sobrevivéncia, as quais sdo denominadas de mecanismos de

resisténcia bacterianos. Os mecanismos de resisténcia sdo classificados em:
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alteracao do sitio de acdo, reducao da permeabilidade da membrana, bomba de
efluxo e inativacao enzimatica a qual é subdivida de acordo com o tipo de enzima
bacteriana produzida (KUMAR; VARELA, 2013; COSTA, 2016).

Dentre os tipos de inativagdo enzimatica, a produgédo de betalactamases de
espectro estendido (ESBL) é considerada como a principal forma de resisténcia a
betalactdmicos, pode vir também a conferir resisténcia a outros farmacos
antimicrobianos tais como: aminoglicosideos, tetraciclinas, clorafenicol e quinolonas,
0 que acaba por dificultar o tratamento de patégenos que apresentem essa forma de
resisténcia, uma vez que 0s principais antimicrobianos se mostram ineficazes no
controle destes patégenos, acaba por gerar um aumento nas taxas de mobi-
mortalidade e aumento no gasto com o tratamento (ROSSOLINI et al., 2008;
KUMAR; VARELA, 2013).

3.4 Betalactamases de espectro estendido — ESBL

As ESBLs sao consideradas como um conjunto de enzimas capazes de
catalisar a hidrélise do anel betalactamico, desta forma atuam na inativacdo do
grupamento farmacoférico dos betalactamicos. Estas enzimas recebem a
denominacao de espectro estendido por também apresentarem genes de resisténcia
a outras classes de antimicrobianos (OLIVEIRA; SILVA, 2008; COSTA, 2016).

A produgcdo de ESBLs ocorre tanto em bactérias gram-negativas como em
gram-positivas, sendo predominante em gram-negativas tais como Klebsiella
pneumoniae e E. coli. Devido a influéncia da concentracao sobre a agdo enzimatica
as ESBLs produzidas por gram-negativas sdo consideradas as mais ativas, uma vez
gue a sua concentracdo no espago periplasmatico € beneficiada pelo mecanismo de
excrecao que € caracteristico a esta espécie bacteriana (BLAIR et al., 2015).

Em relagdo ao mecanismo de inativagao de antimicrobianos, as ESBLs podem
agir através do processo de hidrélise favorecida pela presenca de Zinco como
cofator na quebra no anel betalactamico, ou por meio da via éster serina. A via éster
serina consiste na associagcdo da enzima de forma nao covalente ao anel
betalactamico do farmaco, depois o radical livre do residuo de serina localizado no
sitio ativo da ESBL ataca o anel betalactamico, em que forma uma ligacao covalente
do tipo acil-éster, posteriormente a hidrélise desse grupamento éster que foi formado
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ird libera a enzima ativa e o antimicrobiano hidrolisado se encontrara entao inativo

devido a quebra do seu grupo farmacoférico (BUSH, 2010).

3.4.1 Ocorréncia de cepas de E. coli produtoras de ESBL

Infeccdes causadas por microrganismos multirresistentes sdo encaradas como
um problema recorrente aos servicos de saude, uma vez que estas se encontram
relacionadas com o prolongamento de internagbes como também nas taxas de
morbi-mortalidade e, como consequéncia aumento nos custos do tratamento. Dentre
as formas de multirresisténcia, a producao de betalactamases de espectro estendido
constitui um dos principais mecanismos de resisténcia aos principais antimicrobianos
utilizados, destacando-se devido a sua grande prevaléncia em infeccbes
nosocomiais e comunitarias por membros da familia Enterobacteriaceae (SILVA;
LINCOPAN, 2012).

Isolados de ESBLs sado constantemente encontrados em diferentes
microrganismos da familia Enterobacteriaceae, sendo em sua maioria isolados de
cepas de Klebsiella spp. e de E. coli o qual sdo consideradas como ponto de
urgéncia clinica devido a sua alta disseminacéo (SILVA; LINCOPAN, 2012).

Em isolados de amostras oriundas de pacientes hospitalares, estas bactérias
apresentam prevaléncia em torno de 30% a 35% das septicemias, esta envolvida
também com infecgdes intestinais e extraintestinais. Quando se trata de isolados de
origem comunitdria, estas bactérias destacam-se devido a sua alta relacdo com
infecgdes urinarias, onde as cepas de E. coli apresentam prevaléncia de 70% dos
isolados (SARTORI et al., 2013). Faz—se também a relagdo de prevaléncia entre
microrganismos causadores de ITUs no ambito hospitalar, a E.coli continua sendo o
principal agente infecioso (LO et al., 2010).

Por meio de levantamento realizado com isolados hospitalares, a fim de
identificar microrganismos produtores de ESBL, a E.coli foi a espécie de maior
prevaléncia na producado de ESBL, corresponde a cerca de 46,2%, ja em estudos
posteriores foi observado uma prevaléncia de 3% de isolados produtores de ESBL
na qual os microrganismos de maior frequéncia foram E.coli e K. pneumoniae
(WOLLHEIM et al., 2011).
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Com a alta prevaléncia de ESBL em isolados tanto hospitalares como de
origem comunitaria e, sua constante relacdo com os membros da familia
Enterobacteriaceae, se faz necessario o desenvolvimento de programas educativos
para a populagdo em geral e programas de capacitacdo para os profissionais da
area de saude a fim de preparar para realizacdo de notificagdes, em caso de
descoberta de infec¢cdes causadas por bactérias multirresistentes e, como agir em
tal situagédo, porque mesmo que a resisténcia bacteriana a antimicrobianos seja um
problema antigo, muito pouco ainda se sabe tanto por parte da populagdo como por
parte da comunidade profissional. Por meio do monitoramento de dados
epidemioldgicos a respeito da distribuicdo de cepas produtoras de ESBL em cepas
de interesse clinico, como é o caso das enterobactérias, as quais sdo consideradas
como as principais produtoras de ESBLs, que contribuem com o delineamento do
atual problema, de forma a facilitar a tomada de decisdes frente a qual forma de
tratamento a ser utilizada e, as medidas de contencdo adequadas (LAGO et al.,
2010).

3.4.2 Tratamento de infec¢coes por bactérias produtoras de ESBL

O tratamento de infeccbes causadas por microrganismos produtores de ESBL
consiste na associacao dos antimicrobianos com agentes inibidores das enzimas de
inativagdo bacteriana (ESBL), tais como: o acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam, porém a maioria das cepas produtoras de ESBL de origem hospitalar
tende a ser multirresistentes onde torna a forma de tratamento citada ineficaz
(MARTINS, 2012).

Segundo nota técnica n° 01/2013 divulgada pela ANVISA, a terapéutica
empirica para enterobactérias multirresistentes consiste na utilizagao de polimixina B
ou polimixina E (Colistina) em associagdo com dois a trés antimicrobianos, onde um
deles deve ser a Polimixina e o outro antimicrobiano qualquer um dos seguintes
citados: gentamicina ou amicacina, meropenem ou doripenem, ou tigeciclina. Apds a
confirmacgéo do perfil de sensibilidade do microrganismo, deve-se utilizar no minimo
dois farmacos com sensibilidade comprovada in vitro, quando a cepa resistente

mostrar-se sensivel apenas a um farmaco recomenda-se manter a terapia
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combinada de polimixina com Carbapenémicos (meropenem ou doripenem) ou

tigeciclina.

3.5 Pesquisa de novos antimicrobianos

A crescente producdo ESBLs por cepas bacterianas é considerada como um
importante obstaculo na terapia antimicrobiana visto a continua reducdo de
antimicrobianos eficazes, onde torna-se cada vez mais necessario a descoberta de
farmacos eficazes e de facil acesso a populacdo (SONG et al., 2009; LAGO et al.,
2010; PITOUT, 2008).

Devido a crescente necessidade de novos farmacos destinados ao controle de
infecgdes por cepas multirresistentes, muitas pesquisas tem focado na investigagéao
de plantas medicinais como fonte de compostos bioativos, uma vez que os produtos
naturais representam uma 4rea de grande interesse cientifico devido a diversidade
de seus constituintes e seu facil emprego. Desta forma, varios estudos descrevem a
atividade antimicrobiana dos produtos naturais, bem como a capacidade desses
agentes serem utilizados em associacdo com antimicrobianos presentes no mercado
como moduladores de acao (COUTINHO et al., 2009).

Dentre os produtos de origem vegetal os éleos essenciais estao relacionados a
uma grande diversidade de fungdes necessarias a sobrevivéncia da planta, sdo
originados a partir do metabolismo secundario destas, sédo formados através de uma
mistura de compostos (fitoconstituintes), eles apresentam composicao complexa, em
que os terpenos sédo considerados como uma das classes de componentes
majoritarios (ZAGO et al, 2009). Os mesmos tém sido amplamente utilizados na
producédo de produtos alimenticios, bem como em preparacdes de perfumes, além
de apresentarem atividade biolégica, possibilita o seu uso na area farmacéutica
(OZKAN; ERDOGAN, 2011).

Os terpenos, também chamados de terpenoides representam a principal classe
de metabdlitos presentes na composicao dos 6leos essenciais, estes sdo moléculas
de ocorréncia natural, oriundas do metabolismo secundario vegetal, sua biossintese
se da a partir da combinagao de atomos de carbono multiplos unidades de isopreno.
Embora os terpenos sejam considerados como moléculas estruturalmente simples,
sdo atribuidas a estes um grande numero de atividades farmacoldégicas sendo a

atividade antimicrobiana uma das mais relatadas. A exemplo dos monoterpenos, o
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timol e o carvacrol estdo presentes na constituicao de 6leos essenciais de plantas do
género Origanum e Thymus, os quais tém sido considerados como possiveis
agentes antimicrobianos (SZENTANDRASSY et al., 2004; BAKKALI et al., 2008;
UNDEGER et al.,2009; AKALIN; INCESU, 2011).

O estudo da atividade antimicrobiana dessas moléculas geralmente se baseia
em ensaios realizados com microrganismos de importancia epidemioldgica, tais
como E. coli, K. pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por
diferentes processos infeciosos, a realizagdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) é considerado como um dos principais ensaios in vitro destinados a testar o
nivel da acdo antimicrobiana de determinadas moléculas (ANTUNES et al., 2006;
CATAO et al., 2010).

3.5.1 Fitoconstituintes timol e carvacrol

O timol ou 2-isopropil-5metilfenol é classificado como monoterpeno, encontrado
comumente no 6leo essencial de plantas como orégano e tomilho, em que apresenta
uma coloragao cristalina branca quando extraido (FRIEDRICH, 2014). A respeito de
suas caracteristicas de solubilidade, este apresenta extrema solubilidade em alcoois
e em alguns solventes orgéanicos, e também soluvel em agua. Este fitoconstituinte foi
descoberto em 1719 pelo pesquisador Caspar Neumann e, posteriormente
sintetizado por M. Lallemand em 1842, em que pela primeira vez a propor¢do de
carbono, hidrogénio e oxigénio constituintes na estrutura da molécula foram
determinadas (NOSTRO & PAPALIA, 2012).

O carvacrol também chamado de cymophenol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol), é
um monoterpeno isdmero de posigao do timol, sua estrutura é bastante semelhante
a do timol, diferente apenas na posicao da hidroxila presente em seu anel aromatico
(figura 5) (NOSTRO & PAPALIA, 2012).

Dentre suas caracteristicas organolépticas podem ser citadas: o odor que
assemelha-se ao do orégano e, a caracteristica picante. O carvacrol se encontra em
seu estado liquido em temperatura ambiente, diferente do timol que, em temperatura
ambiente se encontra em forma de cristais (HOLLAND et al., 2014).
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Figura 5: Representagao estrutural dos monoterpenos timol e carvacol respectivamente.

CHs CH;

OH

HC” CHy  H, ¢  CcH,
Timol Carvacrol

Fonte: Autor

Ambos os fitocompostos estdo presentes principalmente no éleo essencial de
plantas como orégano e tomilho, onde contém cerca de 5% e 75% de carvacrol
variando muito a porcentagem de fitocompostos presentes no éleo essencial, isso se
deve a variagao de fatores como: clima, localizagdo geografica, tipo de solo dentre
outros, o que difere de planta para planta, assim influencia na quantidade de
elementos produzidos pelo metabolismo secundario vegetal (DE VINCENZI, 2004).

Quando se trata de suas aplicacoes biol6gicas, os dois compostos sao
considerados promissores em diversas areas, devido a grande gama de atividades
bioldgicas ja relatadas na literatura, a exemplo de atividade antioxidante, promotor
de permeacao na pele, anti-inflamatéria, ansiolitica e antidepressiva, agéo inseticida,
atividades antifungica e antimicrobiana. Embora ambos os fitoconstituintes
apresentem um grande numero de aplicacbes de interesse farmacoldgico, a
atividade antimicrobiana continua como a de maior interesse da comunidade
académica, tendo um maior niumero de estudos quando comparada com os relatos
literarios das demais atividades destes, devido a crescente preocupagdo com a
resisténcia bacteriana aos farmacos tradicionalmente utilizados (MELO et al., 2010;
RAO et al., 2010; GARCIA-GARCIA et al., 2011; GUIMARAES et al., 2012).

Estudos mostram que, o que possibilita acdo antimicrobiana do timol e
carvacrol, seja devido a sua interacdo com a membrana bacteriana, ou devido a
presenca da hidroxila em seu anel fendlico, a qual ira funcionar como um
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transportador transmembranar de cations monovalentes, que prejudica um dos
processos essenciais para o desenvolvimento celular. Em pesquisa realizada por
Micheels et al. (2007), foi estabelecida uma comparacéo da agao antimicrobiana do
timol e carvacrol frente a cepas de E.coli e Lactobacillus spp, em que se fez o uso
dos compostos isolados e em mistura de timol + carvacrol, possibilitou a visualizagéao
de um aumento da acdo antimicrobiana utilizada a mistura binaria, assim
estabeleceu uma possivel interacdo sinérgica, posteriormente em pesquisa de
mesmo carater realizada por Garcia-Garcia et al. (2011), foi feita a comprovacéo da
teoria de acado sinérgica entre os dois monoterpenos, relacionado o aumento de
acdo a maior interacdo dos compostos a membrana bacteriana quando em
combinacao.

Tanto o timol como carvacrol possuem diversos estudos contra diferentes
microrganismos, em que tem sido registrada a acao antibacteriana do carvacrol
contra 13 sorotipos de E.coli, e relatos de uma possivel agao sinérgica entre o timol
e aminiglicosideos contra cepas de K. pneumoniae, E. coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa (DUARTE et al., 2007; VERAS et al., 2013).
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de trabalho

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia (J11) do
Centro de Educacgao e Saude da Universidade Federal de Campina Grande, estado
da Paraiba, Brasil.

4.2 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas bacterianas de E. coli ESBL (C-18, C-21, C-20, C-24,
C-25, 24, 65), cedidas pela farmacéutica Bernadete Helena Cavalcanti Santos
(Laboratério de Microbiologia Clinica, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal da Paraiba), oriundas de pacientes ambulatoriais.

4.3 Inodculo

O inéculo foi ajustado de acordo com a escala de 0,5 Mc Farland (0,5 x 10°
UFC/ mL ') em uma suspensao composta pela bactéria e por uma solugéo salina a
0,85% (figura 6).

Figura 6: Esquematizacdo do preparo do inéculo. Retirou-se uma aliquota de uma cepa de
Escherichia coli recém repicada em Agar Mueller Hinton (1), suspendeu-se em solugdo salina (Il) e por

fim foi ajustada através do parametro de turbidez com um padréo a 0,5 Mc Farland.

1 1) Ir) V)
-

- +_I_

Cepa Solugéo salina Padrio a 0,5 McFarland -
0,5 x 102 UFC/mL_

Fonte: Autor
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4.4 Fitoconstituintes

Os fitoconstituintes testados foram o timol e o carvacrol (Sigma Aldrich) (figura
7).

Figura 7: Preparo da Emulsao contendo o fitoconstituinte. Foi feita a adi¢gdo do fitoconstituinte e do
Tween 80 em um tubo de ensaio (I) e homogeneizados com o auxilio de um vortex (11),
posteriormente foi feita adicdo de dgua destilada (V) em pequenas quantidades até originas a
Emulsdo mae.

e V)

Agua destilada

ey |-E-’E

Emulsédo mée

Id

Carvacrol ou Timol =
+ g

Tween 80 i

Fonte: Autor

4.5 Determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) dos fitoconstituintes
selecionados foi realizada pela técnica da microdiluicdo em placa de 96 orificios e
fundo em "U" para cada uma das cepas. Por meio da técnica de diluicdo seriada a
uma razao de 2 efetuada na propria placa, da coluna 1 a 11, obteve-se as
concentracdes de 1.024 a 1 yg/mL. Em seguida, adicionou-se 10 pyL do inéculo
(bactéria a 0,5 McFarland) em cada uma das cavidades. A ultima coluna (12) foi
reservada para a realizacdo dos controles de: toxicidade do veiculo (veiculo, caldo
Brain Heart Infusion e in6culo), esterilidade do meio (caldo) e o de viabilidade do
inbculo bacteriano (inéculo e caldo) (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR,;
KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al., 2011).
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O ensaio foi realizado em triplicata e incubado a + 37 “C com uma variagéao de
2 °C por um periodo de 24 h para E. coliprodutora de ESBL. Ap6s o tempo de
incubagdo adequado, foram adicionados 20 yL de resazurina a 1% (SIGMA),
indicador colorimétrico de O&xido-reducdo para bactérias; procedeu-se a leitura,
visualmente, pela auséncia ou presenca de crescimento do microrganismo,
observando-se a mudanca da coloracdo da solugdo de azul para rosa/vermelho,
resultante do crescimento do microrganismo (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR;
KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al., 2011).

Portanto, foi determinada como CIM a menor concentragédo do produto capaz

de inibir o crescimento do microrganismo ensaiado.

4.6 Determinacao da concentracao bactericida minima (CBM)

Para determinar a CBM, foi retirado 10uL de volume da cavidade em que nao
houve crescimento bacteriano (CIM, 2x CIM, 4x CIM) e este volume foi semeado em
placas contendo Agar Mueller Hinton. Posteriormente as placas foram levadas para
a estufa bacterioldgica, onde foram encubadas a uma temperatura de 35°C durante
24 horas e em seguida, foi realizada a contagem do numero de unidades formadoras
de colénias (UFCs). A CBM foi considerada como sendo a menor concentragao
capaz de inibir o crescimento bacteriano de até 3 UFCs (CELIKTAS et al., 2007,
HUSSAIN et al., 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Timol e carvacrol sdo dois componentes do 6leo essencial do orégano e ja
foram descritos como possuindo agédo antimicrobiana (LAMBERT et al., 2001). Estes
sao isbmeros estruturais e possuem um grupo hidroxila em lugares diferentes no
anel fendlico. A hidroxila aumenta sua afinidade hidrofilica o que pode auxiliar a sua
solubilidade na membrana bacteriana e consequentemente, conseguir causar danos
a esta estrutura (SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995).

O resultado encontrado neste trabalho mostrou que a CIM do carvacrol
apresentou concentracdes de 64 pg/mL para a cepa 65 e 128 ug/mL para as cepas
C-18, C-20, C-21, C-24, C-25 e 24. Ja frente a acao do timol, a CIM foi determinada
como: 1.024 ug/mL para a cepa C-25; 512 pg/mL para as cepas C-18, C-21, 24 e 65;
256 ug/mL para a cepa C-24; e 128 ug/mL para a cepa C-20. Nenhuma das
linhagens testadas teve crescimento detectdvel na maior concentracdo testada,
2.048 pg/mL. Assim, a concentracdo minima inibitéria para timol e carvacrol, foi
diferente entre si (tabela 1).

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Carvacrol e Timol contra cepas de E.coli
produtoras de ESBL.

“+” Crescimento bacteriano visivel; “-“ Nao houve crescimento bacteriano visivel; “C” Carvacrol; “T”

Timol.

E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli

c-18 Cc-20 C-21 C-24 C-25 24 65
2048ug/mL C()T() CEHTH) CEHTH)  COEHTE)  CHTEH  CEHTH)  COHTH)
1.024pg/mL. C()T(-) C()T() CHT()  CEHTEH) COHT)  CEHTE)  CHTE)
512ug/mL. C()T()  CHT()  CHT(H)  CHTEH)  CHOT(H+)  CHTH)  CHTE)
256 ug/mL | C(-)T(+)  C(HT(-)  C(HT(+)  CHT()  CHOT(H+)  CHTH)  CH)T(+)
128pg/mL C(-)T(+)  C(HT()  CHT(+)  CHTH)  CHT(+)  CHTH)  CHT(+)
64 pg/mL | C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(-)T(+)
32ug/mL  C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)
16 pg/mL = C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)
8upg/mL  C(+)T(+) C(+)T(+) C(H+)T(+) C(+H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)
4 ug/mL | C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)
2pug/mL C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)
1pg/mL C(+)T(+) C(+)T(+) C(H)T(+) C(+H)T(+) C(H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)

Apoés a obtencéo dos valores da CIM para ambos os fitoconstituintes foi feita a
leitura da concentracdo bactericida minima (CBM), na qual foi possivel se observar
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um crescimento bacteriano maior que 3 UFCs nas concentracdes testadas assim
indicando que os monoterpenos timol e carvacrol apresentaram atividade do tipo
bacteriostatica, uma vez que a CBM é considerada como menor concentragdo na
qual se observou o crescimento de no maximo 3 UFCs, sendo assim o contrario do
que foi observado no presente estudo (CELIKTAS et al.,, 2007; HUSSAIN et al.,
2011).

Em Xu et al. (2008), foi realizado um experimento de citometria de fluxo e com
uso de corantes fluorescentes para investigar o efeito de timol e carvacrol na célula
de E. coli AS190. Assim, como no trabalho aqui descrito, a concentragdo de 100
Hug/mL de carvacrol e timol ndo foram suficientes para inibir o crescimento de E. coli.
No entanto, conforme aumentou-se a concentragdo dos dois componentes, a
quantidade de células viaveis diminuiu gradualmente.

Com 200 pg/mL foi possivel verificar uma diminuicdo nas unidades formadoras
de colénia (UFC) que representam as células viaveis. Tanto nas concentracdes de
400 pg/mL e 800 pg/mL de timol e carvacrol, nao foi identificado crescimento de E.
coli (XU et al., 2008).

Em Rivas et al. (2010), diferentes concentragdes de timol e carvacrol foram
testadas em relacao a linhagens verocitotoxicas de E. coli e para todas, a CIM variou
entre 500 e 1000 pg/mL.

Assim como neste trabalho em Guarda et al. (2011), a CIM diferiu entre timol e
carvacrol. Para o timol, todas as bactérias testadas, entre elas E. coli O157:H7 nao
toxigénica, a CIM foi 250 ug/mL, enquanto que, para carvacrol, a CIM foi maior, 375
ug/mL. Este resultado é diferente do que foi visto no presente trabalho.

Em Palareti et al. (2016), foi descrito que o éleo de orégano (77,8% carvacrol) e
o 6leo de timo vermelho (53,3% timol) foi capaz de inibir em até 60% a formacéo de
biofilme da E. coli uropatogénica enquanto inibiu apenas em 15% o crescimento
plancténico da mesma bactéria. Isto pode ter ocorrido, pois foi verificado que em
células tratadas com timol e carvacrol, ndo houve a producéo esperada de fimbrias,
estruturas importantes para a formacgao de biofilme em E.coli.

Visando o desenvolvimento de uma metodologia de facil aplicacdo para a
desativagdo de microrganismos que contaminam alimentos, em Moon et al. (2017),
foi testada a suplementacdo do molho teryaki com carvacrol e timol e seu efeito na
contaminacao por E. coli O157:H7. Ambas substancias foram eficazes no controle
bacteriano no alimento testados pelos pesquisadores (MOON et al., 2017).
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Apesar de existir uma diferenga estrutural entre o carvacrol e o timol, isto ndo
parece ter um papel determinante em relacdo a seu efeito antimicrobiano
(LAMBERT et al., 2001; XU et al., 2008). Os mecanismos de ag¢ao exato de como
esses compostos conseguem inibir o crescimento de microrganismos ainda nao foi
totalmente elucidado, mas sabe-se que diferentemente dos antibi6ticos, esses
constituintes hidrofébicos de éleos essenciais conseguem alcancgar o periplasma de
bactérias gram-negativas por porinas presentes na membrana externa (LAMBERT et
al., 2001).

Assim, sdo capazes de prejudicar a integridade da membrana plasmatica
bacteriana e, dessa forma aumenta a permeabilidade desta e faz com que ocorra
vazamento de prétons e potassio, onde acarreta na perda do potencial de
membrana da célula (XU et al., 2008).

Em relacdo aos resultados obtidos neste trabalho, quando comparados com o
que é descrito na literatura, tem-se que tanto timol quanto carvacrol foram capazes
de inibir o crescimento das diferentes linhagens de E. coli testadas. No entanto,
diferente do que foi descrito na maior parte dos trabalhos aqui citados, a
concentragao inibitéria minima de carvacrol e timol diferiram entre as linhagens.

Além disso, em relacdo a timol, a CIM para a maior parte das linhagens
utilizadas neste trabalho foi 512 pug/mL. Este resultado esta de acordo com o que foi
visto em Rivas et al. (2010) com as linhagens verocitotoxicas de E. coli.

Essas variagdes entre a concentracao inibitéria minima de timol e carvacrol
nas linhagens de uma mesma bactéria sdo esperadas e podem ocorrer devido ao
coeficiente de particdo das substancias utilizadas nas membranas celulares
(LAMBERT et al., 2001).

A area de produtos de origem vegetal se mostra cada vez mais promissora
como uma possivel fonte de métodos alternativos no combate de infeccbes por
microrganismos, seja com o surgimento de um possivel farmaco antimicrobiano ou
com a descoberta de um agente modulador de acdo dos antibidticos ja existentes,

existem inUmeras possibilidades.
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6. CONCLUSAO

Portanto através dos resultados da CIM e CBM de cada fitoconstituinte, pode-
se afirmar que os monoterpenos carvacrol e timol exercem atividade antibacteriana
do tipo bacteriostatica frente a cepas de E. coli produtoras de ESBL nas
concentracdes e condicoes testadas. Porém, sdo necessarios mais estudos com a
utilizacao de diferentes metodologias a fim de elucidar os conhecimentos em relagao
ao mecanismo de acéo destes compostos e a suas possiveis aplicagdes em formas

farmacéuticas como agente antimicrobiano ou como agente sinérgico.
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ANEXO A: Artigo original intitulado como: Estudo da atividade antibacteriana dos
monoterpenos timol e carvacrol contra cepas de Escherichia coli produtoras de f3-
lactamases de amplo espectro publicado na Revista Pan Amazoénica de Saude no ano
de 2017.
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Study of the antibacterial activity of thymol and carvacrol monoterpenes against strains
of Escherichia coli producing extended-spectrum [i-lactamases
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RESUMO

OBIETIVOS: Estudar a ofividade ontimicrobiona dos fitoconstituintes fimol e carvacrol confras cepas de Escherichia
coli produtoras de fi-lactamases de amplo especiro (ESBL) e determinar o concenfracao inibitéria minima (CIM) do
timol e do carvacrol. MATERIAIS E METODOS: Os experimentos foram realizades no Laborotério de Microbiologia
{11} no Centro de Educacao e Sodde da Universidade Federal de Campina Grande, estado do Paraiba, Brasil.
Para a determinagic da CIM dos fitoconstituintes selecionodos, forom ufilizadas cepas bacterionas de E. coli
ESBL (C-18, C.21, C.20, C.24, C.25, 24, 65) oriundas de pacientes ambulatoriais e a técnica de microdiluicao
em ploca de 96 orificios por meio da diluicdo seriado a uma razdo de dois, reservande a Glima coluna para o
controle do crescimento dos microrgonismos. RESULTADOS: A CIM do carvacrol opresentou concentracdes de
64 pg/ml para a cepa 65 e 128 pug/ml pora as cepas C-18, C-20, C-21, C-24, C-25 e 24. la frente @ agdo
do timol, a CIM foi determinada como: 1.024 pg/ml para a cepa C-25; 512 pg/ml poro os cepos C-18,
C-21, 24 e 65; 256 pg/ml para o cepn C-24; & 128 ug/ml pora a cepa C-20. CONCLUSAO: Por meio dos
expenimentos, pode-se ofirmar que os fitoconstituintes carvacrol e timol exercem atividade bacteriostatica sobre as
cepas de E. coli.
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