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RESUMO

O aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos aos biocidas tem
sido enfrentado como um problema de saude publica em nivel mundial. Este cenario
torna-se ainda mais desafiador, uma vez que o uso generalizado de drogas comerciais
no tratamento de infec¢des causadas por patdgenos favorece a resisténcia microbi-
ana, tornando ineficaz a acao destes medicamentos. A busca por novas ferramentas
para se combater a problematica de resisténcia microbiana tem se tornado constante.
Nesse contexto, a busca por novos compostos com propriedade antimicrobiana torna-
se uma alternativa no controle microbiano. Neste trabalho, os ensaios para determi-
nacado das concentracdes minimas inibitéria (CMI), bactericida (CMB) e fungicida
(CMF) foram realizadas através de diluicdes sucessivas da solucéo do 6leo e de seus
constituintes majoritarios. As amostras testadas demonstraram acao frente Staphylo-
coccus aureus UFPEDA-02, com valores de CMI e CMB de 124, 31 € 62 ug/ mL para
Oleo essencial, dodecanal e 1-dodecanol, respectivamente. Apenas o 6leo essencial
apresentou atividade bacteriostatica contra frente uma cepa resistente a drogas (por
exemplo ceftazidima) Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-262 quando  usado
a 4mg/mL. Para as leveduras do género Candida, o dodecanal apresentou proprie-
dade fungistatica contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropi-
calis e Candida parapsilosis na concentracao de 60 mg/mL e fungicida contra C. albi-
cans na mesma concentracdo. O 1-dodecanol apresentou unicamente atividade fun-
gistatica contra C. albicans na concentracdo de 60 mg/mL. O 6leo essencial ndo apre-
sentou atividade fungistatica frente as espécies de Candidas testadas. A inibicdo do
biofilme microbiano foi observada para o 0leo e seus constituintes majoritarios, onde
o dodecanal apresentou uma inibicao significativa na formacéo de biofilme de S. au-
reus, C. albicans e C. tropicalis e o 1-dodecanol inibiu formacéao de biofilme contra S.
aureus e C. albicans. O 6leo essencial conseguiu inibir o biofilme das duas cepas bac-

terianas estudadas, S.aureus e P. aeruginosa.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Atividade antimicrobiana. Biofilme. Etlingera elatior.



ABSTRACT

The Increase of the resistance of pathogenic microorganisms to the biocides
has been faced as a public health problem in world level. This scenery becomes still
more challenging, once the widespread use of commercial drugs in the treatment of
pathogen infections favors microbial resistance, turning ineffective the action of these
drugs. The search for new tools to combat the problem of microbial resistance has
become constant. In this context, the search for new compounds with antimicrobial
property becomes an alternative in the microbial control. In this work, the assays for
determination of the minimum inhibitory (MIC), bactericidal (MBC) and fungicide (MFC)
concentrations were carried by successive dilutions of the oil solution and its major
constituents. The samples tested showed action against Staphylococcus au-
reus UFPEDA-02, with MIC and MBC values of 124, 31 and 62 pug / mL for essential
oil, dodecanal and 1-dodecanol, respectively. Only the essential oil presented bacteri-
ostatic activity against a drug resistant strain (eg. ceftazidime) Pseudomonas aerugi-
nosa UFPEDA-262 when used at 4mg / mL. For yeasts of the genus Candida, the do-
decanal presented fungistatic properties against Candida albicans, Candida gla-
brata, Candida tropicalis and Candida parapsilosis in the concentration of 60 mg / mL
and fungicide against C. albicans in the same concentration. The 1-dodecanol only
presented activity fungistatic against C. albicans in the concentration of 60 mg / mL.
The essential oil had no fungistatic activity against the tested Candida species. The
Inhibition of the microbial biofilm was observed for the oil and its major constituents,
where the dodecanal presented a significant inhibition in the biofilm formation of S.
aureus, C. albicans and C. tropicalis and the 1-dodecanol inhibited biofilm formation
against S. aureus and C. albicans. The essential oil was able to inhibit the biofilm of

the two bacterial strains studied, S. aureus and P. aeruginosa.

Key words: Essential oil. Antimicrobial activity. Biofilm. Etlingera elatior.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Microrganismos séao definidos como organismos unicelulares ou pluricelulares
(como algumas espécies de fungos, algas e protozoarios) que apresentam tamanho
na escala micrométrica (10° m), existindo em sua forma individual ou em micro col6-
nias (TORTORA et al., 2012).

Estes organismos podem ser classificados de acordo com a sua capacidade de
causarem ou transmitirem doencas ao hospedeiro. Microrganismos nao patogénicos
foram estabelecidos como aqueles que promovem alteracdes benéficas a salude de
seus hospedeiros, podendo os mesmos existirem como hdspedes, mas nao beneficiar
ou causar qualquer problema. Os microrganismos patogénicos ou patégenos sdo de-
finidos como aqueles capazes de causar doencas a seus hospedeiros, onde compe-
tem como principais agentes algumas espécies de bactérias, fungos, virus e protozo-
arios (BIRON e CASADEVALL, 2010).

Os agentes patogénicos apresentam relevancia nas areas de saude publica no
gue tange as infeccbes causadas por estes microrganismos. Atualmente, um dos
grandes desafios na area de microbiologia médica € buscar formas de controlar a
incidéncia de patégenos resistentes a biocidas (WHO, 2016).

A resisténcia antimicrobiana (em inglés AMR — Antimicrobial Resistance) ocorre
guando microrganismos sao expostos continuadamente a biocidas, dessa forma es-
ses agentes causadores de doengas conseguem alterar sua estrutura celular tornando
a acao antimicrobiana aos medicamentos ineficaz (WHO, 2012). Segundo Michael e
colaboradores (2014) a intensa aplicacédo de antimicrobianos proporciona uma forte
presséao seletiva e polarizada que promove de forma gradativa fortes respostas adap-
tativas aos microrganismos. Esta situacdo se intensifica pela diminuicdo do namero
de antibiéticos desenvolvidos e aprovados para uso clinico, uma vez que os medica-
mentos existentes se tornam menos eficazes, e a consequente busca por novos agen-

tes antimicrobianos demanda de um prazo maior de estudos (DONADIO et al., 2010).
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Para Myles (2003), a caréncia de antimicrobianos eficazes na prevencéo e tra-
tamento de infec¢des, culmina no aumento significativo no custo de tratamentos exis-
tentes, 0 que porventura deve estimular pesquisas na busca de novos compostos an-
timicrobianos menos téxicos e menos suscetiveis a induzir a resisténcia de microrga-
nismos. Novas moléculas bioativas com atividade antimicrobiana tem sido investiga-
das constantemente, ndo sé do ponto de vista médico, mas também para aplicacdes

farmacéuticas, alimentares e industriais.

1.2 BIOFILME

O biofilme pode ser caracterizado como sendo um complexo sistema biolégico
constituido por agregados de células, estando estas embutidas em uma matriz ade-
siva polimérica hidratada, viabilizando a aderéncia em superficies bibticas ou abidticas
(NIKOLAEV e PLAKUNOQV, 2007). Os biofilmes podem existir como aglomerados mais
OU Menos conexos, em camada Unica ou multicamadas (WATNICK, 2000). Quando
compostos por varias camadas celulares, apresentam canais que possibilitam o fluxo
de liquido, dispersdo de nutrientes e a remocao de elementos residuais (STOODLEY,
2002).

Do ponto de vista médico as infec¢Bes causadas por biofilmes apresentam
grande relevancia, pois ao se fixarem em utensilios hospitalares, em alimentos e até
em algumas partes do corpo humano, 0s microrganismos presentes no biofilme cau-
sam infec¢Bes em tecidos, no trato urinario e infec¢cdes desencadeadas por dispositi-
vos médicos contaminados, como cateteres vasculares o0 que pode levar a conse-
quente rejeicdo de proteses e implantes por exemplo (MENOITA ET AL., 2012). Os
patdbgenos em seus biofilmes tornam-se protegidos da agédo externa de biocidas, di-
minuindo a eficiéncia dos mesmos, uma vez que estes antimicrobianos néo conse-
guem penetrar e chegar até os microrganismos devido a presenca da matriz polimé-
rica, produzida na formacéo do biofilme, tornando as infec¢des causadas por biofilmes
mais persistentes (HOIBY et al., 2011).

O ciclo de formacéo do biofilme (Figura 1) tem inicio a partir da adesédo de mo-
|éculas as superficies naturais ou artificiais (etapa I). Os resquicios lipidicos, proteicos

e até de carboidratos, provenientes de materiais de origem organica, tem importancia
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fundamental na formacéo da camada condicionante, sendo esta essencial no desen-
volvimento do biofilme (TRACHOO, 2003).

-—

Células / P

planctomcas/ pr . \
/\.\. .
/ I
Adesdo ; — \ i :, =t
Secregdo e Biofilme Dispersdo
I crescimento maduro v

Figura 1 — Ciclo de formacao do Biofilme, adaptada de: http://www.usp.br/agen/?p=226558, data de
acesso: 17/11/2017.

Ao incorporar-se na superficie de equipamentos e utensilios, estes resquicios
tornam-se centros de contaminac¢éo, onde posteriormente ocorre a adesao de células
nado-sesseis oriundas do meio liquido na superficie sélida, que dar-se-a através de
sinais externos ao meio, como mudancga na concentragao de nutrientes, pH e tempe-
ratura da superficie de contato, sendo este considerado o primeiro estagio na forma-
cao do biofilme (CHMIELESWSKI e FRANK, 2003).Nesta etapa (indica na figura 1
como etapa l), a aderéncia é considerada reversivel, pois as intera¢des entre 0s mi-
crorganismos e a superficie de contato (substrato) sao fracas (WATNICK e KOLTER,
2000).

No segundo estagio (Il) ocorre a fixagdo considerada irreversivel, onde as inte-
racOes entre o substrato com os microrganismos tornam-se mais fortes, devido a for-
macéao e producdo das substancias poliméricas. Nesta etapa ocorre também a dimi-
nuicdo da mobilidade, que esta relacionada com a formacédo de camadas, aumen-
tando desta forma a rigidez do sistema (APARNA e YADAYV, 2008).

A primeira maturacao, terceiro estagio (lll), é caracterizada pela formacéo de
micro coldnias provenientes da etapa de formacdo da matriz polimérica. No quarto

estagio, segunda maturacao (IV), o biofilme esta completamente formado alcan¢cando
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seu tamanho e espessuras finais; apresentando uma estrutura abstrusa com a pre-
senca de canais e poros, estabelecendo-se em um arranjo tridimensional. A partir
deste estagio € possivel especificar morfologicamente o biofilme, atentando-se para
suas propriedades como tamanho e forma (STOODLEY et al., 2002). O quinto e ultimo
estagio (V) no ciclo de formacgéo do biofilme é caracterizado pela liberacdo celular de
microrganismos ao meio (APARNA e YADAYV, 2008).

1.3 PATOGENOS DE IMPORTANCIA MEDICA

1.3.1 Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sdo microrganismos gram-positivos pertencentes a familia
Micrococcaceae. Essas bactérias se apresentam em arranjos diversificados, que vao
desde isolados, aos pares, em cadeias curtas ou agrupados de forma irregular (com
aspecto semelhante a um cacho de uvas). Isso acontece devido a sua divisédo celular,
gue ocorre em trés planos perpendiculares, sendo este Ultimo comum para Staphylo-
coccus aureus (Figura 2) (TRABULSI e ALTHERTHU,2005; KONEMAN. et al., 2001).

Figura 2 — Arranjo em aspecto cacho de uvas, comum em algumas espécies do género Staphylococ-

cus, principalmente ao S.aureus, adaptado de: https://www.britannica.com/science/Staphylococcus-
aureus , data de acesso: 15/11/2017.

O género Staphylococcus possui 33 espécies, sendo a espécie S. aureus uma
das mais importantes do ponto de vista médico, por ser um agente patogénico que
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causa infec¢gdes comunitarias, como, endocardite, sindrome de choque téxico, septi-
cemia, dentre outras (SANTOS et al., 2007).

S. aureus mostra-se como um agente patogénico de alta relevancia devido a
sua capacidade adaptativa, que leva ao aumento da resisténcia aos antibioticos
(Lowy, 1998). Este patdgeno possui também a capacidade de formar biofilme, geral-
mente se fixando em superficies metalicas, sendo este um dos principais patdogenos
causadores de infec¢cdes hospitalares, uma vez que esses microrganismos podem

contaminar os aparelhos metélicos utilizados nesses ambientes (DAVIS, 2005).

As infeccBes causadas por este patdgeno nao se limitam em uma zona de agao
especifica, podendo ocorrer em outros locais do corpo humano, onde, de acordo com
a localizac&o e propriedades, recebem diferentes nomenclaturas, como foliculite (in-
feccéo do foliculo piloso), furinculos (infeccéo localizada na regido cervical posterior-
pescoco) e hidradenite (inflamacédo das glandulas sudoriparas) (BRAUNWALD et al.,
2002; SCHECHTER e MARANGONI ., 1998).

Essa espécie apresenta uma alta capacidade adaptativa, assim como meca-
nismos complexos de proliferacdo no hospedeiro, o que confere a esta cepa um alto
potencial infeccioso (VELAZQUEZ-MEZA, 2005). Outros fatores que aumentam a efi-
ciéncia deste microrganismo, do ponto de vista de suas capacidades de resisténcia e
de propagacéo, esta relacionado com a producdo de estruturas moleculares, como
enzimas, a citar as -lactamases, a proteina ligadora de penicilina (PBP- protein bin-
ding penicilin) seguida de modificacGes na capacidade de ligacdo das PBPs e algumas
toxinas (IWATSUKI et al., 2006; WENZEL e EDMOND .,1998).

1.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Os microrganismos do género Pseudomonas sao gram-negativos pertencentes
a familia Pseudomonadaceae, apresentando este género 200 espécies e 18 subes-
pécies. Estas cepas apresentam-se como bacilos, aerébios e méveis, de forma iso-
lada, aos pares ou em curtas cadeias, sendo a Pseudomonas aeruginosa um dos

principais patogenos deste género (Figura 3) (GYLES et al., 2010).


https://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
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Figura 3 — Pseudomonas aeruginosa, em sua forma bastédo caracteristica desta espécie, visualizada

em microscopia eletrénica, adaptada de: https://et.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa, data
de acesso: 15/11/2017.

A proliferacdo da P. aerugionosa € propicia por ser uma bactéria de facil adap-
tacdo ao meio, podendo a mesma ser encontrada no solo, em corpos d’agua e tam-
bém em ambientes hospitalares. Este microrganismo estd em raras ocorréncias pre-
sente na microbiota normal de humanos e a prevaléncia de colonizacdo em pessoas

saudaveis é relativamente baixa (FRENCH e PHILLIPS, 1996).

P.aeruginosa possui alta relevancia médica, por se tratar de um patégeno hu-
mano, também é um microrganismo formador de biofilme, permitindo fixar-se em es-
truturas de ventilagdo mecanica e em aparelhos hospitalares (como cateteres e dre-
nos). A presenca de biofilmes de P.aeruginosa leva a ocorréncia de infecgbes noso-
comiais, que estdo se tornando cada vez mais frequentes, tendo como principais alvos
pacientes debilitados ou que apresenta baixa imunidade, o que caracteriza esta espé-
cie como um patégeno oportunista (TORTORA et al., 2012; LYCZAK et al., 2000). As
principais infeccdes associadas a este patdgeno sao pneumonia hospitalar, infec¢des
do trato urinario, infec¢des pos-cirurgicas e bacteremia (GOMEZ et al, 1998).

Outro fator que confere a P.aerugionosa ser um patdogeno de importancia é sua

capacidade adaptativa frente aos antibioticos, permitindo que esta bactéria torne-se
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resistente aos mesmos (CLOETE, 2003). Esta espécie apresenta mecanismos com-
plexos que auxiliam em sua resisténcia frente aos antimicrobianos, como por exemplo,
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa e os sistemas de efluxo, sendo
estes Ultimos capazes de remover agentes antimicrobianos de sua estrutura celular,
dentre outros (LI et al, 2000).

1.3.3 Candida

O género Candida é caracterizado por se apresentar como leveduras, exibindo
cerca de 200 espécies, das quais se destacam , Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida lusitaniae, por
possuirem relevancia médica devido as infeccfes que acometem em seus hospedei-
ros, a citar candidiase (HSUEH et al., 2005).

A candidiase é uma infeccdo causada pelos microrganismos pertencentes ao
género Candida, tendo esta na maioria dos casos origem enddgena, ou seja, desen-
volve-se ou se reproduz no interior de um hospedeiro preferencialmente debilitado
(HOLLENBACH, 2008). Estas leveduras possuem a capacidade de invadir e posteri-
ormente colonizar tecidos e 6rgdos acometidos, sendo este seu principal fator de vi-
ruléncia (BROWN et al., 2007).

Dependendo do local onde a infeccdo se desenvolve e da imunidade do hos-
pedeiro, a mesma pode ser classificada como sendo uma infec¢édo ou candidiase sis-
témica, que acometem principalmente pacientes pré-debilitados, podendo os patoge-
nos se proliferarem por meio das vias circulatorias, percorrendo toda a circulagéo
sendo capaz de se instalarem em diferentes 6rgaos do corpo. A segunda forma é a
infeccéo superficial que se instaura principalmente na superficie da pele e mucosas
(JAYATILAKE e SAMARANAYAKE 2010).

Os patdgenos deste género apresentam mecanismos importantes de prolifera-
¢éo para sua sobrevivéncia ocasionando desta forma infecgdes em seus hospedeiros
(TORTORA et al., 2012). Os mecanismos relacionam-se com a fixagdo a superficie
do hospedeiro ou de materiais, capacidade de formacao de estruturas com funciona-
lidade de adaptacdo ao meio e a producdo de enzimas atuantes em meio aquoso
(VARGAS et al., 2000).
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As Candidas devido aos seus mecanismos de adesao podem se fixar em dife-
rentes superficies, estendendo-se para materiais inorganicos, como por exemplo,
utensilios hospitalares, podendo levar a formacéo de biofilmes em sua superficie, o
que vem a facilitar a propagacéo destes patdgenos e, por conseguinte sua contami-
nacao (ANVISA, 2004; DAGDEVIREN., et al. 2005).

Devido a estes fatores de patogenicidade, estas espécies sdo classificadas
como agentes patogénicos oportunistas, sendo as mesmas responsaveis por cerca
de 10% das causas de infec¢cdes nosocomiais (HOSSAIN et al., 2003). A C. albicans
é relatada como sendo a mais comum nas infec¢ces causadas pelas leveduras deste
género, posteriormente tem-se de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei
(ANVISA, 2004).

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo componentes que integram os metabolitos secundarios
das plantas, ou seja, fazem parte do sistema néo primal destes organismos, possuindo
funcdes de protecdo contra elementos externos as plantas. Os 6leos essenciais refe-
rem-se a uma mistura complexa de compostos lipossollveis, volateis, aromaticos e
com baixa ou auséncia de viscosidade, podendo conter em sua composi¢ao cerca de
100 ou até mais componentes (AZAMBUJA, 2012; SIMOES, 2010).

A formacao de 6leos essenciais ndo se restringe a uma Unica parte do vegetal,
podendo toda a planta possuir estoque desta mistura de volateis, entretanto a compo-
sicdo quimica pode variar de acordo com a zona de formacao. Fatores como locali-
dade, tipo de solo e o periodo de plantio e colheita também podem alterar a composi-
cao quimica dos Oleos essenciais provenientes de uma mesma espécie (PAULUS et
al., 2013; TAVEIRA et al., 2003; LEAL et al., 2001).

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais apresenta uma variedade de clas-
ses funcionais, a citar hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cuma-

rinas e alguns compostos contendo enxofre em sua estrutura (SIMOES, 2010). A mis-
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tura destes volateis ndo se apresenta de forma uniforme, possuindo diferentes con-
centracdes para cada composto, onde um Unico ou grupo destes constituintes sao
considerados o composto(s) majoritario(s), os demais constituintes do 6leo sé&o mino-
ritrios, apresentando-se em baixas concentracdes chegando em nivel de tracos (BRI-
ELMAN et al, 2006).

1.4.1 Métodos de extracao de Oleos essenciais

A extracao de 6leos essenciais pode ser realizada por diversas técnicas, a citar:
infusdo, enfleurage, prensagem, arraste a vapor, extragao por solventes e CO2 super-
critico (CERPA et al.,2008; SIMOES, 2010). A escolha por qual método sera realizada
a retirada de 6leo essencial do material vegetal tem como critérios as partes da planta
em que se quer extrair assim como o tipo de produto final pretendido, considerando
suas caracteristicas (CASSEL et al., 2009; SILVEIRA et al., 2012).

Dentre as técnicas por arraste de vapor a hidrodestilacéo é bastante difundida,
devido aos rendimentos razoaveis obtidos apds a extragdo, assim como seu manuseio
acessivel (CHAVEZ, 2007). Esta técnica se fundamenta na imersédo de material vege-
tal, podendo o0 mesmo estar inteiro ou triturado, em agua destilada posteriormente
aquecida, onde o vapor d’agua formado arrastara o 6leo essencial, pois este Ultimo
apresenta uma presséo de vapor maior que a da dgua. Em geral nesta técnica é utili-

zado um extrator do tipo Clevenger modificado (SILVA et al., 2016; SARTOR, 2009).

1.5 FAMILIA ZINGIBERACEAE

A Familia Zingiberaceae, constituida por cerca de 1.220 espécies divididas em

53 géneros, caracteriza-se por serem plantas de pequeno e médio porte, perenes ou
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nao, aromaticas, com folhagens emergindo diretamente do solo e exibindo pseudo-
caules com até 3m de altura; apresentam inflorescéncias em alguns espécimes, assim
como caules subterraneos capazes de acumular substancias nutritivas, sendo estas
estruturas denominadas de rizomas (Figura 4) (IBRAHIM et al., 2007; KRESS et al.,
2002)).

As espécies desta familia em geral sdo utilizadas na medicina tradicional em
paises asiaticos, onde se usam com frequéncia os rizomas e folhas para o tratamento
de inflamacgdes (TUSHAR et al., 2010). Os rizomas também sdo empregados na culi-
naria local destes paises, sendo consumidos crus ou cozidos e utilizados como con-
dimentos na aromatizacao de alimentos (VASALA, 2001).

Alpinia galanga, Curcuma longa, Etlingera elatior, Alpinia Pupurata e Zingiber
officinale, sdo algumas das espécies comumente difundidas em seus paises de ori-
gem quanto em outras localidades, devido a sua facil adaptacédo, sendo os mesmas
utilizadas como aditivos e aromatizantes na industria de alimentos e bebida (VASALA,
2001; MAAS-VAN e MAAS, 2003).

Figura 4 — Partes caracteristicas das plantas das espécies da Familia Zingiberaceae. Inflorescéncia

de Alpinia Pupurata (A), folhagens e pseudocaules de Alpinia zerumbet ‘Variegata’ (B) e rizoma de

Zingiber officinale (C), adaptadas de: http://www.oleosessenciais.org.
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Os Oleos essenciais de muitas espécies da Familia Zingiberaceae apresentam
atividades biologicas significativas, como atividades antioxidante, antimicrobianas, in-
seticidas, larvicidas e anti-inflamatérias (SILVA et al., 2016; UD-DAULA et al., 2016;

SANTOS et al., 2012; CHEIKH-ALI et al., 2011; CHAN et al., 2011).

1.5.1 Oleo essencial de Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith

A E.elatior, conhecida popularmente como bastao-do-imperador ou gengibre-
tocha, € uma planta de origem asiatica, que gradualmente esta difundindo-se pelo
Brasil devido ao seu aspecto peculiar sendo utilizada como uma planta ornamental
(PATRO, 2014; LOGES, 2005). Esta espécie apresenta uma variacdo de cores com
relacdo a sua inflorescéncia, indo de um tom branco mesclado ao rosa claro, passando
por um rosa escuro indo a um tom avermelhado, denominadas respectivamente como
porcelana, Pink Torch e Red Torch (MENDEZ, 2014; LOGES, 2008).

O dleo essencial dessa espécie pode ser extraido de diferentes partes da
planta, a citar o rizoma, folhas, caules e inflorescéncias. Entretanto composi¢ao qui-
mica torna-se diversificada de acordo com a parte da planta a ser extraida (CHAN et
al., 2007; JAAFAR et al., 2007).

Segundo Habsah e col. (2005) o 6leo essencial do rizoma da E. elatior demons-
trou atividade antitumoral, assim como alguns de seus constituintes. E relatada por
pesquisadores atividades, a citar: antioxidante, antibacteriana, antifingica, deterrente
e larvicida para Aedes aegypti de 6leos essenciais de partes desta planta, bem como
de 6leos extraidos da planta por inteira (SILVA et al., 2016; WIJEKOON et al., 2013;

SUNSANTI et al., 2013; CHAN et al., 2011; ABDELWAHAB et al., 2010).
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A partir do exposto abordado acerca da problematica microbiana, buscou-se
estudar as possiveis atividades bioldgicas do 6leo essencial da E.elatior no que tange
seu potencial como um inibidor/biocida natural frente aos biocidas sintéticos comerci-

ais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano e antibiofilme do 6leo essencial da inflores-

céncia da E. elatior e de seus compostos majoritarios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o 6leo essencial da inflorescéncia da E. elatior através da técnica de
hidrodestilacao;

¢ Identificar e quantificar os componentes presentes no 6leo essencial de E. ela-
tior pelas técnicas de Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) e Cromatografia a gas (CG), respectivamente;

e Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial da E.elatior e seus compo-
nentes majoritarios através de testes para obtencdo das concentracdes mini-
mas inibitorias (CMI), bactericida (CMB) e fungicida (CMF) frente a patdgenos
nao-resistente e resistentes a antimicrobianos;

e Avaliar o potencial antibiofilme das amostras ativas do 6leo essencial da E.ela-

tior e de seus componentes majoritarios;
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3 METODOLOGIA

A presente pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Quimica Fundamen-
tal (Laboratorio de Ecologia Quimica e Laboratdrio de Cromatografia) e no Departa-
mento de Bioquimica e Fisiologia (Laboratério de Bioquimica de Proteinas), ambos

localizados na Universidade Federal de Pernambuco.

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.1.1 Triturador Elétrico

Para a liquidificacdo das inflorescéncias foi utilizado um triturador elétrico da

marca Oster®, modelo 4655-057.

3.1.2 Aparelhagem extratora

O dleo essencial foi extraido utilizando-se um extrator do tipo Clevenger modi-
ficado (Figura 5), estando o mesmo conectado a um baldo de fundo redondo com
capacidade para 5L, onde uma manta aquecedora da marca QUIMIC®, modelo
Q321A28 foi usada como fonte de calor e um condensador, tendo este como funcéo

o resfriamento.
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Figura 5 — Aparelho do tipo Clevenger modificado, utilizado no processo de hidrodestilagdo. Fonte:

Propria.

3.1.3 Andalise de CG-EM e CG

Posteriormente a extracdo do 6leo essencial, 0 mesmo foi analisado através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas baseada em um sistema
quadrupolo Agilent 5975C Series CG-EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), mu-
nido de uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm, 0.25 ym espessura
da pelicula). A quantificacdo dos constituintes deu-se através de analise por CG
(Trace GC Ultra; Thermo Scientific, Mildo, Italia), equipado com um detector de ioni-
zacao por chama (DIC) (Thermo Scientific, Mildo, Italia) e uma coluna capilar de silica
fundida VB-5 (ValcoBond 30 m x 0,25 mm Id: espessura do filme: 0,25 mm) (Valco

Instruments Company Inc., Houston, TX, EUA).
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3.2 METODOLOGIAS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Amostra Vegetal

As inflorescéncias da espécie E. elatior (Jack) R.M Smith da variedade verme-
lha (Figura 6) foram obtidas comercialmente por Florix Flora Tropical (Recife/Pernam-
buco). ApGs a coleta e entrega da amostra vegetal, a mesma foi mantida em agua por

um periodo de 24 horas até o inicio da extracao.

Figura 6 — Inflorescéncias da variedade vermelha da E. elatior. Fonte: Propria.

3.2.2 Extracdo do Oleo essencial

A extracao do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Ecologia Quimica
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Foram utilizadas 525 g de inflo-

rescéncias frescas (14 no total) da variedade vermelha.

A hidrodestilacdo foi a técnica utilizada para promover a extragao do 6leo es-

sencial. A amostra vegetal foi triturada em 500 mL de agua destilada, por cerca de 1
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minuto e meio. Posteriormente a amostra foi transferida para um baldo de fundo re-
dondo (5 L), onde foi acrescido 2L de agua destilada e colocado em uma manta de
aguecimento mantida numa faixa de temperatura de 160-170 °C. O baldo foi mantido
conectado ao aparelho do tipo Clevenger e um condensador. Este processo foi con-
duzido durante 3 horas, coletando-se ao final o 6leo (Figura 7) e em seguida tratando-
o com sulfato de sodio anidro P.A para retirada de resquicios de agua oriunda do
processo. O 6leo foi entdo mantido em geladeira (temperatura de -5 °C) até a realiza-
cdo da andlise da composicao quimica e dos bioensaios. O rendimento do 6leo es-
sencial foi entdo calculado a partir da massa de 6leo obtida pela massa vegetal utili-

zada.

Figura 7 — Oleo essencial durante o processo de extracio, a seta indica o 6leo sobre o hidrolato

(subproduto obtido no processo de hidrodestilagao). Fonte: Propria

3.2.3 Caracterizagdo quimica do 6leo essencial

A caracterizacao quimica dos componentes que constituem o 6leo essencial,
assim como a quantificacdo dos mesmos, foi realizada no Laboratério de Cromatogra-
fia do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, empregou-se as técnicas de

Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) (Agilent
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Technologies, Palo Alto, EUA) e Cromatografia Gasosa (CG) (Trace GC Ultra; Thermo

Scientific, Mildo, Italia) equipado com um detector de ioniza¢do de chama .

Incialmente foi analisada uma aliquota de 1uL de solugdo de 6leo essencial a
concentracéo de 1700 ppm em modo split, com razdo de 1:50. Em seguida, analisou-
se 1uL em modo split 1:50 de uma mistura hexéanica, preparada com padrdes comer-
ciais Sigma-Aldrich®, de hidrocarbonetos: C9-C30. E por fim, uma mistura de 0,2uL
do dleo essencial e 0,8uL da mistura de padrdes de hidrocarbonetos em modo

splitless.

A temperatura do cromatografo a gas acoplado ao espectrdbmetro de massas
foi ajustada em 60 °C durante 3 minutos e em seguida elevamos gradativamente em
2,5 °C mint até a temperatura final de 240 °C, mantendo-a fixa por 10 minutos. O
fluxo de gas hélio esteve condicionado a pressdo constante de 100 kPa. A interface
do espectrometro de massas foi estabelecida em 200 °C, onde os espectros foram
registrados através da técnica de impacto eletrénico de 70 elétrons Volts (em modo

El) apresentando 0,5 scan™ de m/z 35-350 de velocidade de escaneamento.

A temperatura inicial do cromatégrafo a gas, utilizado na quantificacao, foi fi-
xada em 40 °C, mantida durante 2 min, e posteriormente aumentada para 230°C a
4°C/min e entdo mantida durante 5 min. As temperaturas do injetor e do detector de
ionizacao por chamas foram ajustadas para 250 °C e 280 °C, respectivamente. O ni-
trogénio foi utilizado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 1 L/min e presséo

de entrada de 30 psi.

Através dos tempos de retencdo dos compostos presentes no 6leo essencial,
dos padrdes de hidrocarboneto e da combinacéo do o6leo/ padrdes foram calculados
os indices de retencao (I.R) para cada espécie quimica do 6leo, utilizando-se para tal,
a equacgédo de Van Den Dool e Kratz, dada a seguir (VAN DEN DOLL e DEC.
KRATZ,1963).

IR=100.1.(trx-trhA)+ 100 .N
(trhD - trhA)
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Nesta equacdo os termos: trX se refere ao tempo de retencdo do com-
posto/amostra X em questao; trhA é o tempo de retencéo do hidrocarboneto que elui
antes da amostra/composto X; trhD é definido como sendo o tempo do hidrocarbo-
neto eluido apds X; os termos i e N referem-se respectivamente, a diferenca do nu-
mero de carbonos entre os hidrocarbonetos que eluem anterior e posteriormente a
amostra/composto e ao humero de carbonos presentes no hidrocarboneto que elui

antes da amostra/composto X.

Todos os tempos de retencao utilizados no célculo, anteriormente apresen-
tado, sdo obtidos experimentalmente. Os valores calculados obtidos para os I.R. de
cada composto foram relacionados com aqueles disponiveis na biblioteca do CG/EM,
MassFinder 4, NIST0O8 e com os descritos por Adams (2009), onde foi possivel identi-
ficar os componentes presentes no 6leo essencial. A quantificacdo das proporcdes de
cada composto presente no Oleo foi obtida através da area relativa de cada pico
cromatografico do cromatograma em CG sob as mesmas condi¢des descritas para as
analises de CG-EM.

3.2.4 Obtencao dos compostos majoritarios

Os compostos majoritarios do 6leo essencial, dodecanal (lauraldeido-CAS:112-
54-9) com grau de pureza de 95% e 1-dodecanol (alcool laurico- CAS:112-53-8) com

pureza de 98%, foram obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich®.

3.2.5 Microrganismos

As cepas bacterianas de P. aeruginosa UFPEDA - 416 (nao resistente), P. ae-
ruginosa UFPEDA -262 (resistente a meropenem, imipenem e ceftazidima), S. aureus
UFPEDA-02 (nao resistente) e S. aureus UFPEDA-672 (cultura de sangue - resistente
a oxacilina) foram obtidas da coleg¢ao de cultura (WDCM-114) do Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco. As Leveduras do género Can-
dida, C. albicans (URM 5901), C. glabrata (URM 4246), C. tropicalis (URM 6551) e C.

parapsilosis (URM 6345) foram adquiridas da colegao de cultura da Universidade de
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Micologia do Recife, Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernam-

buco.

Os microrganismos foram conservados a -80° C em leite em pé esterilizado
(10% v / v de glicerol). Para a posterior realizacdo dos bioensaios, os microrganismos
foram cultivados em Agar Mueller Hinton (AMH) a 37° C para bactérias e em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) a 28 ° C para as leveduras e, em seguida, as colbnias
foram suspensas numa solucéo de cloreto de sddio estéril 0,9% para obter uma sus-
pensé&o equivalente a 108 - 108 unidades formadoras de coldonias por ml, ajustadas
turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm.(densidade o6ptica a 600
nm ou D.0.600), para a determinag&o da concentragdo minima inibitdria (108 UFC/mL)

e dos ensaios de antibiofiime (108 UFC/mL).

3.2.6 Bioensaios antimicrobianos

3.2.6.1 Determinacao das concentracdes minimas inibitérias, bactericidas e fungici-
das.

Os bioensaios para obtencédo das concentracfes minimas inibitorias foram re-
alizados em microplacas de poliestireno de 96 pocos (8x12) e as amostras foram di-
luidas em 5% de DMSO. Inicialmente foram adicionados 80 uL de &gua destilada es-
téril no segundo e quarto po¢o em diante até o décimo segundo poco da fileira, e em
seguida, 80 pL de solucdes do Oleo essencial e compostos majoritarios do 6leo (con-
centracao inicial de 16mg/mL para bactérias e 60 mg/mL para Candidas) foram adici-
onados no terceiro e quarto pocos, a partir desse ultimo foi realizada uma micro dilui-
cdo em série (metade da concentracdo anterior para cada poco) até o final de cada
fileira 0 segundo poco correspondeu ao controle de crescimento maximo, 100%, o que
compreende as células dos microrganismos nao tratadas).

Foram adicionados 40 pyL de caldo Mueller Hinton (CMH), para bactérias e
caldo Sabouraud Dextrose (CSD) para fungos em todos 0s pogos, exceto no primeiro,

gue foi preenchido com 200 uL do meio de cultura apropriado aos testes com bactérias
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ou fungos, servindo como controle de esterilidade. Por fim a suspenséo bacteri-
ana/fangica, (80 ul; 10 CFU / ml) foi adicionada do segundo até o décimo segundo
pPOGoO.

Apébs a etapa de adicdo do meio de cultura e dos microrganismos nas micro-
placas, estas foram incubadas durante 24 horas a 37°C para as bactérias e 28°C para
as leveduras. A densidade otica foi medida no tempo zero e apos 24 horas usando
um leitor de microplacas. A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a
menor concentracao da amostra capaz de promover uma redu¢do maior ou igual 50%
na densidade Optica, em comparacédo com o controle de crescimento de 100%.

As concentracdes minimas bactericidas (CMB) e fungicidas (CMF) foram de-
terminadas a partir da CMI, onde aliquotas de 20 yL dos poc¢os correspondentes as
concentracdes das solucdes do 6leo essencial e de seus compostos majoritarios que
foram maiores ou iguais a CMI foram inoculadas em placas de Petri contendo AMH e

ASD, que foram incubadas durante 24 h a 37° C e 28° C, respectivamente.

As CMB e CMF refletem a menor concentracéo capaz de reduzir o niumero de
unidades formadoras de colénia (UFC) em 99,9% em relacdo ao indculo inicial. Os
bioensaios relatados trataram-se de trés experimentos realizados de forma indepen-

dente onde os mesmos ocorreram em triplicata.

3.2.6.2 Ensaio para determinagéo de atividade antibiofilme

A metodologia adaptada por Trentin e colaboradores (2011), foi implementada
na realizacdo dos ensaios de crescimento e inibicdo de biofilmes. Em microplacas de
poliestireno de 96 pocos (8x12) adicionou-se a cada pogo 40 yL de CMH ou CSD e
80 uL da suspenséo bacteriana ou fungica (108 UFC / mL em NaCl a 0,9%), bem como
80 ul de agua Ultrapura Milli-Q (para o controle negativo) e 80 ul do éleo essencial e
de seus compostos majoritarios. Foram utilizadas as seguintes faixas de concentra-
¢cOes, determinadas anteriormente através dos testes CMI, CMB e CMF: 4 - 0,03 mg /
ml para bactérias e 60 -0,47 mg / ml para leveduras, em DMSO 5%.

Foram utilizados os antibidticos, ampicilina e tetraciclina (80 pyl a 8 ug / ml)
para cepas de S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente, e o antifingico fluconazol

(80 pl a 64 pg / ml) contra espécies de Candida, como controles positivos.
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A densidade optica a 600 nm foi determinada no inicio da incubacéo, ocorrida
a 37° C ou 28° C durante 24 horas, e apés esse periodo. Posteriormente, o contetdo
dos pocos foi retirado (células ndo aderidas) e os pocos foram lavados seguidamente
trés vezes com uma solucao de cloreto de sodio a 0,9%. As células bacterianas e
fungicas aderidas a superficie de poliestireno foram fixadas com metanol absoluto du-
rante 30 minutos seguida da fixacdo a calor em 50 °C ao longo de 60 minutos.

A camada de biofilme foi marcada com uma solucao de cristal violeta 0,4% (p /
v) durante 25 minutos a 25°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com agua, e
o cristal violeta foi solubilizado com etanol absoluto a mancha unida ao biofilme foi
solubilizada com etanol, durante 15 minutos e a densidade 6tica foi medida a 570 nm.
Assim como os ensaios para determinacdo das concentracbes minimas inibitérias,
bactericidas e fungicidas, foram realizados experimentos independentes e em triplica-
tas.

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas através do teste T,
considerando como valores significativos aqueles em que p<0,05 entre tratamento e

controle (células nédo tratadas).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO, CARACTERISTICAS E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

Segundo Silva (2012), em geral a extracdo do 6leo essencial das inflorescén-
cias da espécie E. elatior € conduzida durante 3 horas (tempo padréo utilizado durante
uma hidrodestilacdo); entretanto apdés a segunda hora do processo de extracdo, a
guantidade de 6leo produzida € praticamente inalterada, ou seja, a producdo do
mesmo € minima no decorrer da Ultima hora, fato este evidenciado durante a extracao
no laboratério.

Conseguiu-se ao término do processo 0,375 g de 6leo essencial, sendo este
valor relativo a um rendimento de 0,060% (m/m). O rendimento do 6leo essencial da
inflorescéncia, aqui obtido, € coerente com aquele reportado na literatura (SILVA,
2016; ABDELWAHAB et al., 2010; JAAFAR et al., 2007).

As caracteristicas fisicas do 6leo deram-se a partir de suas propriedades orga-
nolépticas durante e apGs sua extracao. O toque olfativo floral foi bastante pronunci-
ado e marcante mesmo no inicio do processo de extracdo. Outra caracteristica inte-
ressante, observada do produto obtido € a mudanca de coloracdo. Em temperatura
igual ou acima da ambiente (27°C), o 6leo é transparente com aspecto liquido. Em
temperatura menor que a ambiente, o 6leo apresentou uma coloracéo branca, apre-
sentando uma consisténcia meio soélida (Figura 8). Essas nuances de coloracdo se
devem ao fato de na constituicdo quimica do 6leo estar presente uma porcentagem

maior de hidrocarboneto de cadeia longa (long chain).
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Figura 8 — Aspecto visual do 6leo essencial da inflorescéncia de E.elatior refrigerado (A, fotografado

o fundo do frasco) e em temperatura ambiente (B). Fonte: Prépria.

4.2 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA INFLORESCENCIA DA
E. ELATIOR

Através da analise por CG/EM e CG foram identificados e quantificados vinte e
trés componentes que constituem a amostra de 6leo essencial estudada (94,68% da
composicao total do 6leo) (tabela 1), apresentando com uma maior propor¢ao os cons-

tituintes dodecanal (58,31%) e 1-dodecanol (20,33%) figura 9.

Tabela 1 — Composicdo quimica do 6leo essencial da inflorescéncia da E. elatior.

Ne° Composto indice de Retencdo  indice de Retencéo % P
(Calculado) (Literatura) 2
1 a-Pineno 931 939 2,66
2 B-Pineno 974 979 0,25
3 B-Mirceno 991 990 0,14
4 Limoneno 1028 1029 0,07
5 B-(2)-Ocimeno 1039 1037 0,09
6 B-(E)-Ocimeno 1049 1050 0,12
7 Terpinoleno 1088 1088 0,03
8 a-Termineol 1191 1188 0,05
9 n-Decanal 1206 1201 2,52
10 n-Decanol 1273 1269 0,26
11 2-Undecanona 1294 1294 0,16
12 Metyl myrtenate 1298 1294 0,06

13 n-Undecanal 1308 1306 0,11
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14 a- Copaeno 1378 1380 0,09
15 Dodecanal 1411 1408 58,31
16 B -(E)-Cariofileno 1422 1419 4,21
17 a-Cariofileno 1456 1452 0,36
18 B -(E)-Farnesene 1458 1454 2,46
19 1- Dodecanol 1476 1470 20,33
20 2-Tridecanona 1497 1495 0,36
21 0-Cadineno 1526 1523 0,21
22 Acido dodecanoico 1565 1566 0,43
23 Tetradecanal 1613 1611 1,40

Total 94.68

2 indices de retencao obtidos de Adams (ADAMS ,2009); b Contribuigdo percentual na composigdo do 6leo.

De acordo com o exposto na tabela, os compostos majoritarios, ou seja, aque-
les que apresentaram maior propor¢cao foram os constituintes dodecanal (58,31%) e

1-dodecanol (20,33%) figura 9.

(A) (B)

Figura 9 — Estrutura do dodecanal (a) e 1-dodecanol(b).

E observado na estrutura dos majoritarios que os mesmos sio compostos de
cadeias carbonicas longas (long chain) o que os fazem apresentar caracteristicas de
ceras (SOLOMONS e FRYHLE,2012). Essa analise explica o fato de em temperaturas
menores que a ambiente (27° C) o 0leo se solidificar e apresentar a coloragdo branca
observada neste estudo, uma vez que o dodecanal e o 1-dodecanol correspondem a
quase 80% da composi¢ao quimica do 6leo essencial.

Outros estudos revelaram a identificacdo de 20 a 43 constituintes no 6leo es-
sencial da inflorescéncia de E. elatior, entretanto os compostos dodecanal, 1-dodeca-
nol e a-pineno estiveram presentes em quantidades apreciaveis (ABDELWAHAB et

al., 2010; JAAFAR et al., 2007). Como os locais e periodos de obtencdo do material
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vegetal se diferem, é esperado que a constituicdo quimica do 6leo essencial, aqui
estudado, varie qualitativa e quantitativamente com aqueles obtidos em pesquisas an-
teriores realizadas por outros pesquisadores.

O clima e a temperatura numa regido de cultivo sao fatores bastante peculiares
no que diz respeito a sua influéncia em causar variacfes na constituicdo quimica de
um o6leo essencial (PAULUS et al., 2013; TAVEIRA et al., 2003). A correlacao entre
os fatores citados com composicédo do 6leo pode ser considerada ao se comparar a
composicdo e o rendimento do 6leo da inflorescéncia de E.elatior, variedade verme-
Iha, obtido neste trabalho com aquela obtida por Silva e col. (2016), em que um nu-
mero maior de constituintes foi observado no trabalho de Silva ,43 compostos foram
identificados.

Tendo em vista que o fornecedor do material vegetal foi 0 mesmo em ambos
os trabalhos, o fator variante pode ser o clima, uma vez que as inflorescéncias, utili-
zadas nesta pesquisa, foram provenientes durante o periodo de chuvas da regido.
Entretanto os compostos majoritarios para ambos os 6leos relatados, foram os mes-
mos (dodecanal ,1-dodecanol e a-Pineno), tendo apresentado mais de 80% da com-

posicao quimica total do 6leo para os dois trabalhos.

4.3 BIOENSAIOS ANTIMICROBIANOS

4.3.1 Concentragdes minimas inibitorias (CMI), bactericidas (CMB) e fungici-
das (CMF)

O 6leo essencial da inflorescéncia de E. elatior e seus compostos majoritarios,
dodecanal e 1-dodecanol, foram testados frente a cepas padréo e resistentes a anti-
bidticos do género Staphylococcus e Pseudomonas, respectivamente, tendo por fina-

lidade a obtencédo das CMI e CMB.
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Apos o periodo de 24 horas do inicio dos testes relatados na secéo 3.2.6.1, foi
observado que as trés amostras estudadas demonstraram acao bacteriostatica contra
a cepa nao resistente de S.aureus (tabela 2). Os valores obtidos do CMI e CMB foram
0S mesmos, sendo esses relativamente baixos, correspondendo a 0,124, 0,062 e
0,031 mg/mL.

Em um estudo semelhante em que foram utilizadas outras cepas bacterianas,
Wijekoon e colaboradores (2013) evidenciaram que 0s compostos majoritarios pre-
sentes no 6leo essencial da inflorescéncia da E. elatior, aqui estudados, dodecanal e
o 1-dodecanol, também apresentaram excelentes atividades antimicrobianas, do

ponto de vista bacteriostatico e bactericida.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial da E.elatior e de seus com-

postos majoritarios.

Valores de CMI,CMB e CMF

Microrganismos

Oleo essencial

1-Dodecanol

Dodecanal

Staphylococcus aureus (padrao)

0,124 mg / mL *

0,062 mg/ mL *

0,031 mg / mL*

Staphylococcus aureus (resistente)

Pseudomonas aeruginosa (padréo)

Pseudomonas aeruginosa (resistente)

4 mg/ mL *

Candida albicans - 60 mg/ mL * 60 mg/ mL *
Candida tropicalis - - 60 mg/ mL *
Candida glabrata - - 60 mg/ mL *
Candida parapsilosis - - 60 mg/ mL *

- Negativo, ndo apresentou atividade inibitéria na faixa de concentracéo testada (bactérias 0,031-4

mg/mL e fungos 0,47 - 60 mg/mL).

* Os valores das CMB e CMF foram iguais as CMI.

Kabara e colaboradores (1972) realizaram um estudo avaliando a agao antimi-

crobiana de acidos graxos em cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas.
No estudo em questao, os autores mostraram que o acido laurico (acido dodecandico),

presente no 6leo essencial da E.elatior usado neste trabalho em baixa concentracao,



42

consegue inibir bactérias Gram-positivas, como a S. aureus, aqui estudada. Os mes-
mos autores ainda relataram que houve um aumento na eficacia da acéo antimicrobi-
ana (atividade bacteriostatica) ao se utilizar derivados de acido graxos, em particular
os derivados do acido laurico, como o dodecanal e o 1-dodecanol. Isso vem a corro-
borar o potencial destes compostos como antimicrobianos, pelos resultados obtidos
experimentalmente por esta pesquisa.

Com relacao a cepa resistente de P.aeruginosa, somente o0 6leo essencial apre-
sentou efeito inibitorio, exibindo uma CMI de 4 mg/mL, entretanto ndo foi evidenciada
qualquer acao bactericida frente a esta cepa. Os compostos majoritarios ndo foram
aeruginosa. Por ser uma complexa mistura de compostos volateis, o 6leo essencial
da E.elatior apresentou uma atividade inibitéria que seus compostos majoritarios, se-
paradamente ndo demonstraram. Desta forma, um efeito sinérgico entre os constituin-
tes do 6leo pode ter auxiliado na atividade bacteriostéatica evidenciada.

Os dleos essenciais apresentam uma variedade de mecanismos para interagir
com a membrana celular de microrganismos, promovendo a sua entrada no interior
das mesmas. Segundo Kon e Rai (2012), a composicdo quimica multicomponente e
0s complexos mecanismos de acdo dos 6leos essenciais Ihes dao vantagens sobre
0s antimicrobianos tradicionais e de seus compostos isoladamente, que em geral,
apresentam ac¢des mais singulares sobre as estruturas bacterianas.

Matasyoh e colaboradores (2009) relataram que a eficacia da acao dos oleos
essenciais em inibir ou matar microrganismos esta no fato da susceptibilidade que os
constituintes do Oleo possuem em penetrar na membrana celular e também nas es-
truturas celulares. Ao penetrar a barreira celular dos microrganismos, 0s constituintes

do Oleo podem destruir esta barreira e levar a perda do controle quimiosmaético.
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O CMI e CMF também foram determinados para o 6leo essencial e seus cons-
tituintes majoritarios contra algumas espécies de leveduras do género Candida, com
a finalidade de se avaliar a acédo antifungica desses compostos. O 6leo essencial ndo
apresentou propriedades inibitérias, ou seja, fungistaticas. Entretanto o composto do-
decanal exibiu um efeito inibitorio significativo frente a todas as espécies de Candida
testadas (tabela 2).

O composto 1-dodecanol a 60 mg/mL apresentou atividade fungistatica (mas
nao fungicida) contra C. albicans. Uma pesquisa realizada por Kubo e colaboradores
(1993) destaca a atividade antimicrobiana do 1-dodecanol, pois analisou-se que
alcoois alifaticos e compostos estruturalmente simples apresentam uma maior dispo-
nibilidade, ou seja, podem se ligar a sitios em estruturas celulares devido a auséncia
de impedimento estérico, o que confere aos mesmos bons resultados para testes an-
timicrobianos. O estudo ainda revelou que alcoois alifaticos de cadeias Ci2 e Ci3
apresentaram melhores resultados no que se refere a atividades inibitérias.

Apenas o dodecanal apresentou agao fungicida na concentragdo de 60 mg/mL,
unicamente contra C. albicans (CMF de 60 mg/mL). Por se tratarem de organismos
mais complexos que as bactérias, as leveduras apresentam uma membrana celular
diferente, resistindo a acdo de compostos externos podendo impedir a entrada dos
mesmos no interior da célula, evitando o vazamento de contetdo celular (ALMEIDA

et al., 2012; AMARAL e BARA., 2005).

4.3.2 Determinacgédo da atividade antibiofilme
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Os ensaios da atividade de inibicdo do biofilme foram realizados para as amos-
tras em que foram previamente determinados os valores da CMI. Os efeitos da res-
posta na formacao do biofilme e no crescimento microbiano, para estes testes, foram
avaliados por meio de ensaio com cristal violeta e densidade 6tica a 600 nm, respec-
tivamente. Os valores obtidos para o controle corresponderam a 100% de formacéo
de biofilme ou crescimento bacteriano/fungico.

Desta forma, o 6leo essencial foi testado contra as cepas de P. aeruginosa
UFPEDA-262 e S. aureus UFPEDA-02 (Figura 10). Os resultados obtidos demonstra-
ram que o Oleo essencial foi capaz de inibir o crescimento bacteriano e a formacao do
biofilme para ambas as cepas testadas. Para P. aeruginosa 262, observou-se uma
acao bacteriostatica, em até 30% de inibicAo em todas as concentracfes avaliadas
(0,03-4 mg / mL) em comparacdo com 59% do efeito do antibidtico (tetraciclina) na
concentracao de 8 ug/mL. O 6leo apresentou melhor eficiéncia na reducéo do desen-
volvimento do biofilme (cerca de 40%, em 4mg/mL), enquanto que a tetraciclina nao

inibiu o crescimento do biofilme (Figura 10A).
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Para S. aureus UFPEDA-02, o 6leo reduziu (ou atuou) de forma significativa no
crescimento bacteriano bem como na formacéo do biofilme (Figura 10B). Apos o tra-
tamento com o6leo essencial em uma faixa de concentracdo que variou de 0,03 a 4
mg/ mL, foi observada uma reducédo do crescimento bacteriano, de 19 a 53%, e uma
diminuicao da formacao de biofilme de mais de 50% em todas as concentracoes tes-

tadas, em relacdo ao controle (células ndo tratadas).
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Figura 10 — Efeito do 6leo essencial da inflorescéncia de E.elatior na formacgéo do crescimento e biofilme
bacteriano das cepas de P.aeruginosa UFPEDA 262 (A) e S.aureus UFPEDA 02 (B). (*) indica diferenca

significativa (p <0,05) entre tratamento e controle (células néo tratadas).

A crescente exposicado de biocidas sintéticos ndo metabolizados no ambiente
leva a uma crescente preocupacgéo com o desenvolvimento de microrganismos resis-
tentes, como discutido anteriormente, o que porventura vem causando um significativo

desgaste farmaco-econdmico (BERENDONK et al., 2015). Antimicrobianos naturais
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apresentam-se como uma alternativa neste contexto, uma vez que 0S mesmos Sao
menos suscetiveis a induzir a resisténcia, limitando o surgimento e propagacéo de
microrganismaos.

Como observado nos resultados, o 0leo essencial apresentou uma acéo inibi-
téria consideravel frente ao crescimento e formacao de biofilmes dos microrganismos
patogénicos estudados, 0 que converge com as inUmeras pesquisas acerca do poten-
cial dos 6leos essenciais apresentarem acdo sanificante (BUDZYNSKA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2010; NOSTRO et al., 2007).

O dodecanal foi avaliado acerca de sua atividade antibiofilme contra uma cepa
de S. aureus UFPEDA-02 e todas as espécies de Candida utilizadas neste estudo (C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis). Este constituinte majoritario do
Oleo essencial reduziu o crescimento bacteriano da S. aureus nédo resistente (Figura
10), C. albicans (Figura 11A) e C. tropicalis (Figura 11B), nas concentracdes mais
altas de 4mg/mL do composto para a cepa bacteriana e 60 mg/mL para as leveduras.
Nesse ensaio constatou-se uma inibicdo de crescimento de 86%, 92% e 50% para as
respectivas espécies. Efeito inibitério ndo foi considerado para C. albicans em con-
centracdes mais baixas (0,93 e 0,47 mg/mL).

O fluconazol a 64 ug/mL mostrou capacidade semelhante para inibir o cresci-
mento de C. tropicalis (aproximadamente 50%), o que evidencia o efeito similar de
acao inibitéria entre o dodecanal e 0 medicamento comercialmente mais utilizado no

tratamento de candidiase, fluconazol.
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Figura 11 — Efeito do dodecanal na formacao do biofilme e crescimento bacteriano da cepa néo re-

sistente de S.aureus UFPEDA-02. (*) indica diferenca significativa (p <0,05) entre tratamento e con-
trole (células ndo tratadas).

A inibicdo do crescimento microbiano para C. glabrata (Figura 12C) e C. parap-
silosis (Figura 12D) foi minima, ndo excedendo 20% da inibicdo apds o tratamento
com dodecanal. O fluconazol, a 64 pg/mL, também ndo apresentou muita eficacia
contra C. parapsilosis, entretanto demonstrou eficiéncia contra C. glabrata inibindo

11% e 44% do crescimento, respectivamente.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
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Figura 12 — Efeito do dodecanal na formacéao de biofilmes e crescimento microbiano das leveduras C

albicans (A), C. tropicalis (B), C.glabrata (C) e C. parapsilosis (D). (*) indica diferenca significativa (p

<0,05) entre tratamento e controle (células ndo tratadas)

Com relagéo a formacao de biofilme, o dodecanal foi avaliado frente os micror-
ganismos S. aureus UFPEDA-02 e C. albicans variando de 0,03-4 mg/mL e 0,47-60

mg/mL, respectivamente. Para essas espécies, o efeito antibiofilme foi superior a 30%

atingindo 53%, sendo os melhores resultados quando a 4 mg/mL para bactéria (43%)
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e 15 mg/mL para levedura (53%). E observada que a inibi¢&o do biofiime para o do-
decanal (15 mg/mL) é semelhante aquela do fluconazol (64 ug/mL), que apresentou
inibicdo de ndo mais de 70% do biofilme para as espécies estudadas.

Os resultados obtidos para C. tropicalis (Figura 12B), o dodecanal quando a
0,47-7,5 mg/mL estimula o crescimento do biofilme e na faixa de concentracdes de
15-60 mg/mL nédo houve alteracéo. Para C. glabrata (Figura 12C), quando a 60 mg/mL
também houve aumento da formacao do biofilme, assim como nas concentracdes de
0,47 a 3,75 mg/mL. Foi observado que para C. glabrata quando a 30,15 e 7,5 mg/mL
houve diminuicdo do biofilme. Para C. parapsilosis (Figura 12D) foi observado uma
significativa diminuicdo da formacéao do biofilme em todas as faixas de concentracdes
analisadas. De forma geral os resultados foram significativos, para células microbia-
nas tratadas com dodecanal quando comparadas aquelas tratadas com fluconazol (64
Mg/mL) que estimulou a formacéao do biofilme.

Para o composto 1-dodecanol também foi avaliada a atividade antibiofilme
frente aos microrganismos S. aureus UFPEDA-02 e C. albicans (Figura 13). Obser-
vou-se inibicdo do crescimento de S. aureus apdés o tratamento com 1-dodecanol,
principalmente na concentracao de a 4 mg/mL, onde se constatou de 70% de inibicao

(Figura 13A) em comparacao com as células nao tratadas.
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Figura 13 — Efeito do 1-dodecanol na formac¢é&o de biofilmes e no crescimento microbiano de cepas de
S. aureus (A) e Candida albicans (B). (*) indica diferenca significativa (p <0,05) entre tratamento e con-

trole (células néo tratadas).

Estes resultados corroboram com aqueles relatados anteriormente por Kubo e
col. (1993), devido a alta disponibilidade e estrutura relativamente simples deste com-
posto. Similarmente, apds o tratamento com o 1-dodecanol, o crescimento de C. albi-
cans foi afetado, mas em menor grau, atingindo 30% de inibicdo quando utilizada uma
concentracdo de 30 mg / mL (Figura 12B). O fluconazol apresentou um percentual de
inibicdo de 80% do crescimento desta levedura apds o periodo de incubacao de 24
horas.

A formacéo do biofilme de S. aureus foi impedida apds o uso do 1-dodecanol
em todas as concentracdes mensuradas, atingindo aproximadamente 70% de inibicao
de formacao, quando utilizado em uma faixa de concentragéo de 0,12- 4 mg/ mL. Este

efeito s6 foi menor para aquele observado com o uso de ampicilina (8 ug/mL). Entre-
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tanto, o 1-dodecanol nédo inibiu de forma expressiva (30 - 60 mg/mL) o desenvolvi-
mento do biofilme de C. albicans, quando comparado com a acao do fluconazol que

inibiu 70%.



5 CONCLUSAO

Através do estudo realizado foi possivel observar a composi¢cdo quimica do
Oleo essencial da inflorescéncia da E.elatior e compara-lo com a composicéao des-
crita na literatura, onde foi constada a semelhanca quimica dos constituintes ma-
joritarios do 6leo aqui estudado com o obtido por outros pesquisadores. Foram ob-
servados os potenciais antimicrobianos e antibiofilmes do éleo essencial e seus
compostos majoritarios frente a patdbgenos humanos de relevancia.

O 6leo essencial da E.elatior apresentou atividade inibitoria no crescimento
bacteriano de uma cepa resistente de P.aeruginosa e S.aureus, sendo esta ultima
nao resistente. Foi constatado também que o 6leo apresentou uma acao bactericida
contra a cepa de S.aureus.

Os compostos majoritarios do 6leo essencial, dodecanal e 1-dodecanol, exi-
biram atividades antimicrobianas de acéo bacteriostatica e bactericida, assim como
acao inibitéria para as leveduras. Entretanto, apenas o dodecanal apresentou ati-
vidade fungicida. O 6leo essencial e ambos 0s compostos majoritarios apresenta-
ram atividade antibiofilme contra bactérias, mas apenas o dodecanal apresentou
atividade antibiofilme expressiva contra as espécies de Candidas.

Em suma, o 6leo essencial da inflorescéncia da E. elatior, assim como seus
compostos majoritarios, no que se refere as propriedades antibacterianas e anti-
fungicas, se mostraram eficientes, visto 0s seus potenciais como possiveis agentes
antimicrobianos e antibiofilmes, por terem apresentado bons resultados para as ati-

vidades biologicas analisadas.
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6 PERSPECTIVAS

Realizar a extragéo do extrato da inflorescéncia da E.elatior em meio aquoso e
etandlico, para realizacdo de um estudo de suas atividades antimicrobianas;
Identificar os constituintes presentes nos extratos aquosos e etandlicos da in-
florescéncia da E. elatior;

Identificar os componentes ativos dos extratos aquoso e etanolico;

Realizar ensaios de bomba de efluxo bacteriano para o 6leo essencial da inflo-
rescéncia e seus compostos majoritarios;

Realizar testes citotdéxicos nas faixas de concentracdo obtidas nas CMI,CMB e

CMF para o 6leo essencial e seus constituintes majoritarios.
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