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APRESENTACAO

Compreendemos que a Ciéncia ndo é uma forma isolada e deslocada de
conhecimentos, é uma referéncia sob o qual se vé o mundo; descreve a realizacéo
da mobilidade dos pensamentos na formacdo da aprendizagem onde, cada éarea
exprime para si, 0 modo como o0 homem se relaciona com seu ambiente.

A Ciéncia atua com grande influéncia em nossa vida cotidiana ao ponto de ser
dificil idealizar como seria 0 mundo atual sem a sua colaborac¢do ao longo do tempo.
A Ciéncia tem sido a grande responsavel pelas renovacgdes tecnoldgicas.

A Ciéncia se evidencia por uma inquietacdo permanente ndo sé em analisar as
maravilhas que acontecem em nosso meio, como também em descrevé-las e propor
teorias l6gicas que possam explicar como acontecem.

Esta obra tem como objetivo principal de incentivar uma reflexdo sobre “As
Ciéncias da Vida frente ao Contexto Contemporaneo”. Em acréscimo, busca-se
esclarecer a sucinta relacao entre saude e o contexto contemporéneo na organizacéao
do sistema de saude, nos servicos ofertados e nos processos de trabalho dos
profissionais.

Esta colecdo de informacbes &€ composta por vinte e sete capitulos. Trata-
se, portanto, de uma contribuicdo aos estudos da consolidagdo enquanto Ciéncia
da Vida, cujo caminho metodologico € composto por textos e atividades cientificas
que instigam o leitor a problematizacdo permanente sobre a realidade na qual esta
inserido.

Na atual edicao de “As ciéncias da Vida frente ao Contexto Contemporaneo
3”, os leitores irdo descobrir artigos sobre a saude em suas diversas formas de
abordagem. Convidamos entéo, os leitores para desfrutarem dessas publicacdes.

Marilande Carvalho de Andrade Silva
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CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DO
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Data de aceite: 05/12/2019
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Tecnolégia do Ceara
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Universidade Federal do Ceara, Departamento de
Analises Clinicas e Toxicologicas

Fortaleza - Ceara
Nadia Accioly Pinto Nogueira

Universidade Federal do Ceara, Departamento de
Analises Clinicas e Toxicolbgicas

Fortaleza - Ceara

RESUMO: O indiscriminado  de
antimicrobianos, como na prescricdo em
casos nao infecciosos ou no uso em doses
subletais, bem como na utilizacdo como fator
de crescimento de muitas culturas animais
e como medida profilatica, tem levado ao
surgimento de cepas de microrganismos

uso
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apresentando resisténcia a varios antibiéticos.
Por esse motivo, faz-se necessaria a procura
por alternativas a novos alvos terapéuticos
a doencgas por
microrganismos patogénicos para 0s seres

no combate causadas
humanos. Lippia alba (Mill) N.E. Br. pertencente
a familia Verbenaceae, é tradicionalmente
utilizada para diferentes fins medicinais, cujas
atividades antimicrobianas ja tém sido relatadas
na literatura. O presente trabalho buscou
determinar o potencial antimicrobiano do 6leo
essencial do quimiotipo | de L. alba (OELal)
sobre cepas de referéncia: Staphylococcus
aureus e Candida sp. Para isto, o espécime
vegetal foi coletado, botanicamente identificado,
e 0 Oleo essencial extraido por hidrodestilagao a
partir de folhas frescas. O OELal foi utilizado em
ensaio de microdiluicdo em caldo e inoculagao
em agar para determinacao das concentragcdes
inibitérias minima e letal (CIM/CLM) utilizando
concentracdes que variavam de 0,0022 até 2,5
mg/mL. O OELal apresentou-se ativo contra o0s
microrganismos testados, em concentracoes
inibitérias que variaram de 0,1562 até 0,625
mg/mL. Portanto, o OELal foi capaz de inibir
o crescimento de S. aureus e C. albicans e
C. tropicalis, podendo ser considerado um
potencial antibacteriano e antifungico. Ainda
assim sdo necessarios outros ensaios de modo
a elucidar o mecanismo de agéo.

PALAVRAS-CHAVE: Antibacteriano,
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Antifungico, Plantas medicinais.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL FROM LEAVES OF LIPPIA ALBA
(MILL.) N. E. BROWN CHEMOTYPE |

ABSTRACT: Indiscriminate use of antimicrobials, such as prescribing in non-infectious
cases, using sublethal doses, use as growth factor in many animal cultures and as
prophylactic measure, it has led to the emergence of strains of microorganisms with
resistance to various antibiotics. For this reason, itis necessary to search for alternatives
to new therapeutic targets in the therapeutic against diseases caused by pathogenic
microorganisms to humans. Lippia alba (Mill) N.E. Br. belonging to the Verbenaceae
family is traditionally used for different medicinal purposes, whose antimicrobial
activities have been reported in many papers. The present work aimed to determine the
antimicrobial potential of L. alba chemotype | (OELal) essential oil on reference strains:
Staphylococcus aureus and Candida sp. For this, the plant specimen was collected,
botanically identified, and the essential oil extracted by hydrodistillation from fresh
leaves. OELal was used in broth microdilution assay and agar inoculation to determine
minimal and lethal inhibitory concentrations (MIC / LCM) using concentrations ranging
from 0.0022 to 2.5 mg / mL. OELal was active against the microorganisms tested,
at inhibitory concentrations ranging from 0.1562 to 0.625 mg / mL. Therefore, OELal
was able to inhibit the growth of S. aureus strains, C. albicans and C. tropicalis, and
could be considered an antibacterial and antifungal potential drug. Still further testing
is needed to elucidate the mechanism of action.

KEYWORDS: Antibacterial, Antifungal, Medicinal plants

11 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos, como na prescricdo em casos nao
infecciosos ou no uso em doses subletais, bem como na utilizacao como fator de
crescimento de muitas culturas animais e como medida profilatica, tem levado
ao surgimento de cepas de microrganismos apresentando resisténcia a varios
antibiéticos. O uso de antimicrobianos trouxe preocupacao a partir dos anos 50 e 60,
com a utilizacao de antimicrobianos beta-lactamicos, e nas décadas de 80 e 90 com o
aparecimento de formas de resisténcia e a disseminac¢ao de cepas multiressistentes
(TAVARES, 2000).

Segundo Baquero & Blazquez (1997), a resisténcia pode ser considerada
como a interacéo entre um antibiético e um gendtipo especifico, sendo seu produto
obtido devido ao acaso. Bactérias podem adquirir resisténcia a antibiéticos devido a
alteragdes cromossdmicas, inducao da expressao de genes que estavam latentes por
pressoes seletivas e troca de DNA por mecanismos de transformacéao, transducéao
ou conjugacdo (NEU, 1992). Sabe-se do potencial de mais de 4.000 substéncias
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com poder antimicrobiano conhecido, todavia seu processo de producéo é bastante
encarecido ou sua toxicidade é muito elevada, o que inviabiliza o desenvolvimento
de novos farmacos (AZEVEDO, 2008).

Por esse motivo, faz-se necessaria a procura por alternativas a novos alvos
terapéuticos no combate a doencgas causadas por microrganismos patogénicos para
0s seres humanos, na busca de novos alvos biotecnol6gicos para a resolugdo de
problemas e alternativas para terapéutica de doencas. Sendo o Brasil um pais com
propor¢des continentais, que contém a maior biodiversidade do mundo, é o maior da
América do Sul, possuindo trés grandes biomas marinhos e seis terrestres, apresenta
também uma gama de espécies endémicas e com grande importancia econémica,
inclusive na industria farmacéutica (MMA, 2016).

Assim, as plantas medicinais sao sabidamente uma fonte valiosa de compostos
bioativos para as mais diversas finalidades. Apesar disso, na flora brasileira, as
plantas medicinais sao utilizadas com pouca ou nenhuma comprovacao cientifica de
seu potencial de acado (ROCHA; ROCHA, 2009).

L. alba (Mill) N.E. Br. pertencente a familia Verbenaceae, € integrante do
segundo maior género da familia, descrito primeiramente por Linnaeu, tendo sua
distribuicdo em sua maioria no Brasil, México, Paraguai e Argentina. Sua importancia
consta do fato de tradicionalmente ser utilizada para diferentes fins medicinais, tais
como problemas respiratérios, infeccdes cutédneas e gastrintestinais (TEIXEIRA,
2009). Esta espécie apresenta diferencas fitoquimicas caracteristicas, podendo ser
dividida em quimiotipos diferenciados de acordo com os constituintes majoritarios
de seus 6leos essenciais: Citral, Carvona e Linalol, segundo Tavares (2004). No
Ceara, foram catalogados trés quimiotipos diferentes: Quimiotipo | (Citral e Mirceno),
Quimiotipo Il (Citral e Limoneno) e Quimiotipo Il (Carvona e Limoneno) (MATOS;
VIANA; BANDEIRA, 2001).

Vérias sdo as atividades relatadas na literatura para os Oleos essenciais de
espécies do género Lippia. J&4 foram relatadas atividades etnofarmacoldgicas,
sendo as mais frequentes: sedativa, analgésica, anti-inflamatéria, contra problemas
gastrointestinais e doencas respiratorias (TAVARES; MOMENTE; DO NASCIMENTO,
2012). Do ponto de vista farmacolégico, também ja foram encontradas atividades
antibacteriana, antiviral e antifungica dos extratos de L. alba. De um modo geral, este
produto natural possui atividade tanto para organismos Gram-positivo, como Gram-
negativo (HENNEBELLE et al., 2008; TAVARES; MOMENTE; DO NASCIMENTO,
2012; TEIXEIRA, 2009; TEIXEIRA, 2016).

De acordo com o exposto, o presente trabalhou teve como objetivo determinar o
potencial antimicrobiano do OELal sobre cepas de Staphylococcus aureus, Candida

albicans e Candida tropicalis.
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2| METODOLOGIA

Folhas do quimiotipo | de L. alba foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais
José de Abreu Matos, no Campus do Pici, na Universidade Federal do Ceara (UFC).
A identificacdo da espécie foi realizada no Departamento de Biologia da UFC e
a exsicata encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra (EAC) da mesma
universidade (niamero 59676).

Para a obtencao do 6leo essencial das folhas do quimiotipo | de L. alba (OELal),
seguiu-se a metodologia de hidrodestilagao, utilizando-se as folhas frescas, com um
Sistema de extragdo por arraste de vapor em aparelho convencional, com tempo
médio de extracdo de 1 h. A fracdo contendo o OELal foi separada da agua residual
por tratamento com sulfato de sddio anidro (CRAVEIRO,1981).

Para realizar os ensaios de atividade antimicrobiana, foram utilizadas cinco
cepas de referéncia: S. aureus ATCC 6538P, S. aureus ATCC 14458, C. albicans
ATCC 10231, C. albicans (ATCC 90029 e C. tropicalis ATCC 750.

A determinacéo da concentracéo inibitéria minima (CIM) foi realizada segundo
a norma M7-A6, vol. 23, n° 2 (CSLI, 2003), em microplacas estéreis de 96 pocos. As
culturas microbianas, mantidas em agar BHI (brain heart infusion), foram inoculadas
em caldo BHI ou caldo sabouraud e incubadas a 35°C, por 16 h. Posteriormente,
a densidade das culturas foi ajustada em solucéo salina 0,9%, de acordo com a
escala de McFarland 0,5, para uma suspensao de aproximadamente 108 UFC/mL de
S. aureus e 10° UFC/mL de Candida sp. As suspensdes foram diluidas 100 vezes
nos meios apropriados e 80 pL das diluicdes foram transferidos para cada poco da
microplaca. Os pocgos testes continham 100 yL de caldo BHI ou sabouraud, 20 pL
de OELal diluido em Tween 80 a 0,1%, em concentracbes que variavam de 0,0022
mg/mL até 2,5 mg/mL. Como controle positivo do experimento foi utilizado Amicacina
(0,049 a 100 pyg/mL) e Cetoconazol (0,000031 a 64 pg/mL). Como controle negativo
foi utilizado Tween 80 a 0,1%.

As microplacas foram incubadas por 24 h a 35°C e a inibicdo do crescimento
microbiano foi avaliada a olho nu, bem como pela determinacéo da absorbancia a 620
nm, em leitor de Elisa BioTek. Para obtencdo da concentracao letal minima (CLM)
foi utilizada a técnica da micro-gota, onde foram inoculadas em placas de agar plate
count ou agar sabouraud 5 pyL dos pocos das microplacas que nao apresentaram
crescimento microbiano (BARON; PETERSON; FINEGOLD, 1994).

3 1 RESULTADOS E DISCUSSOES

O OELal apresentou-se ativo contra os microrganismos testados. Para ambas
as cepas de S. aureus as CIM e CLM apresentaram o mesmo valor: 0,625 mg/mL.
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Para a cepa de C. albicans ATCC 10231, as CIM e CLM foram de 0,1562 mg/mL
e 0,3125 mg/mL, respectivamente. C. albicans ATCC 90029 teve seu crescimento
inibido em 0,625 mg/mL e inviabilizado em 1,250 mg/mL de OELal. Para C. tropicalis
ATCC 750, as CIM e CLM foram de 0,3125 mg/mL (Figura 1).
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Figura 1 - Concentracgéo inibitéria minima (CIM) e Concentracgéo letal minima (CLM) de OELal
para cepas de S. aureus, C. albicans e C. tropicalis

Fonte: a autora

Sendo misturas complexas, os 6leos essenciais podem conter uma grande
quantidade de diferentes constituintes, como substancias da classe dos terpenos,
dentre outros compostos aromaticos, nas mais diversas concentracdes (BAKKALI
et al.,, 2008). Varios fatores sdo levados em consideracdo para determinar as
diferencas quimicas encontradas na constituicao dos 6leos essenciais: parte vegetal
onde o Oleo essencial foi produzido, fatores abibticos, época de cultivo e coleta
destas partes vegetais para extracao (DE MORAIS, 2006). Estes compostos naturais
possuem um amplo espectro de atividade, tendo vantagens sobre os compostos
sintéticos nao-naturais, pois devido sua capacidade de volatilizac&o se torna menos
téxico para o meio ambiente. Acredita-se que a potente atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais € devido a presenca de terpendides e compostos fendlicos, por
apresentar propriedades lipofilicas (TOMAZONI et al., 2016).

O quimiotipo | de L. alba cultivada no Ceara, de acordo com a literatura, é
caracterizado por seus componentes majoritarios Citral e Mirceno. Citral € um aldeido
monoterpeno encontrado sob as formas estereoisoméricas geranial e neral, onde ja
sdo conhecida suas propriedades tanto antibacteriana quanto antifungica, e varios
achados sugerem que estas substéncias podem atuar alterando a concentracéao
de ATP celular, reduzindo o pH do citoplasma, alterando mudancas no potencial
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de membrana, bem como agindo sobre a parede celular e/ou membrana celular,
deformando-a (SHI et al., 2016).

O Micerno, um monoterpeno, ja é conhecido na literatura por atuar como
analgésico, anti-inflamatorio e sedativo (GLISIC et al., 2007). Além dessas atividades,
possui atividade antimicrobiana, e devido seu carater hidrofébico, pode ser capaz
de interagir com os lipideos de membrana, desestabilizando sua estrutura, o que
aumenta a sua permeabilidade para a entrada desses compostos no interior celular
(MARTINS et al., 2012).

41 CONCLUSAO

O OELal foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus, C. albicans e C.
tropicalis, podendo ser considerado um potencial antibacteriano e antifungico. Mais
estudos devem ser realizados de modo a elucidar qual o mecanismo de acéao deste
6leo sobre os microrganismos testados, para auxiliar em formulagcbes de produtos
oriundos da fitoterapia com potencial antimicrobiano de amplo espectro.
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