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RESUMO: Nas ultimas décadas, a resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos se constituiu em um sério
problema para a satde publica, impondo barreiras ao controle de diversas espécies de microrganismos. O carvacrol é um
composto fendlico geralmenete encontrado como componente majoritdrio do 6leo essencial de algumas plantas como
Origanum vulgare (orégano), Lippia graveolens (Lipia) e Lipia sidoides (alecrim-pimenta). Estudos demonstram a
atividade antibacteriana do orégano, possivelmente devido ao carvacrol. Para avaliar a acdo antimicrobiana desse
composto, foram utilizadas linhagens padrdo bacterianas (Staphylococcus aureus ATCC25923 e Pseudomonasa
aeruginosa ATCC15442) e fungicas (Candida albicans ICB12, C. krusei ATCC6258 e C. tropicalis ATCC13803). Os
métodos de microdilui¢do em caldo e de contato gasoso foram utilizados para determinar a concentrac@o inibitéria minima
(CIM) e a dose inibitéria minima (DIM) respectivamente, bem como a atividade moduladora da ac@o antibidtica através de
ambos os métodos. O carvacrol, combinado em concentragdes subinibitérias com as drogas antimicrobianas apresentou
resultados relevantes frente as cepas de Staphylococcus aureus e Candida albicans, por tanto este estudo permitiu

comprovar a atividade moduladora do carvacrol.

PALAVRAS-CHAVE: Contato direto. Contato gasoso. Atividade antimicrobiana. Carvacrol.

INTRODUCAO

As plantas aromadticas sdo utilizadas desde o
inicio da histéria da humanidade para dar sabor a
comidas e bebidas, para disfarcar odores
desagradaveis, atrair outros individuos e controlar
problemas sanitdrios, contribuindo para o bem estar
de seres humanos e animais (FRANZ, 2010). As
especiarias e plantas aromdticas sdo ricas em o6leos
essenciais, que se caracterizam por uma notavel
atividade antimicrobiana, e por este motivo, seus
produtos derivados podem ser usados para retardar
ou inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes (MARINO et al,
2001). Com o surgimento da ciéncia moderna, no
século XIX, passou a ser dada maior importancia
para a produgdo de drogas em laboratérios, como foi
o caso da penicilina, aspirina dentre outras. No
entanto, o uso indiscriminado de muitas dessas
substincias acarretou efeitos indesejaveis como € o
caso da dependéncia quimica e resisténcia
bacteriana (COUTINHO et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a resisténcia frente aos
antimicrobianos se constituiu em um sério problema
para a saude publica, impondo barreiras ao controle
de diversas espécies de microrganismos de interesse
médico-sanitairio (BACCARO et al., 2002;
MANTILLA et al.,, 2008; NAWAZ, 2002). A
resisténcia a drogas de patdégenos humanos e
animais é um dos casos mais bem documentados de
evolugdo biolégica e um sério problema tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O
consumo de mais de uma tonelada didria de
antibidticos em alguns paises da Europa tem
resultado na selecio de populagdes bacterianas
resistentes (DUARTE, 2006). Baquero e Blazquez
(1997) relataram o perigo do retorno a uma era pré-
antibidtico, particularmente considerando que
nenhuma nova classe de antibidtico foi descoberta
nos dltimos anos, apesar das intensas pesquisas das
inddstrias farmacéuticas. O O6leo essencial de
Origanum vulgare t€m demonstrado atividade
bactericida e fungicida contra diferentes patgenos,
sendo esta atribuida ao Carvacrol, que € o composto
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fendlico predominante em varios 6leos essenciais
como no orégano, Lippia graveolens (Lipia) e Lipia
sidoides (alecrim-pimenta). Sendo assim, existe um
crescente interesse na utilizagdo de 6leos essenciais
devido as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (OLIVEIRA et al., 2008).

Desta forma, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade moduladora da acdo
antibidtica do composto carvacrol através de contato
direto e contato gasoso contra espécies de
microrganismos com relatos de multiresisténcia a
antimicrobianos e causadores de infecgdes
hospitalares e oportunistas.

MATERIAL E METODOS

Cepas utilizadas

As cepas utilizadas nos ensaios foram
adquiridas do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas
bacterianas utilizadas nos ensaios de Dose inibitéria
minima (DIM) e modulagdo foram Pseudomonas
aeroginosa ATCC15442, Staphylococcus aureus
ATCC25923. As cepas fungicas utilizadas nos
ensaios da dose inibitéria minima (DIM),
concentracao inibitéria minima (CIM) e modulacao
foram Candida albicans 1CB12, C. tropicalis
ATCC13803 e C. krusei ATCC6258. Todas as
cepas foram mantidas em meio Heart Infusion Agar
(HIA, Difco Laboratories Ltda.). Antes dos ensaios,
as células foram inoculadas por 24h a 37°C em
Caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco
Laboratories Ltda.).

Obtencao do Produto

O carvacrol (Figura 1) foi obtido através da
empresa Sigma Chemical Co.(St. Louis, E.U.A.).
Para a realizacdo dos ensaios, a substancia 0,0530 g
foram pesadas. Em seguida, a amostra foi diluida
em 1 mL de DMSO até a obtencdo de uma
concentracdo final de 53 mg/mL. O material foi
diluido em dgua destilada até uma concentracio de
1024 pg/mL, diminuindo assim a concentragdo do
DMSO para 0,2 %.

OH
CH,

H;C
CHj

Figura 01. Férmula estrutural do composto
carvacrol
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Drogas

Os discos de antibidticos utilizados no teste
de contado gasoso foram vancomicina 30 [lg,
gentamicina 10 [lg, ciprofloxacina 5 [lg, e os
antifingicos utilizados no teste de microdilui¢do em
caldo foram anfotericina B, nistatina, mebendazol,
benzoilmetronidazol.

Avaliacdo da atividade moduladora por contato
direto

A concentracdo inibitéria minima (CIM) ¢é
definida como a menor concentracio na qual
nenhum crescimento microbiano foi observado. A
CIM foi determinada pelo método de microdilui¢do
em BHI 10 %, usando uma suspensio de 10° UFC
(Unidades Formadoras de Coldnias)/mL (0,5
McFarland), associado com 100 pL de inéculo
bacteriano e 100 uL do carvacrol. A amostra foi
diluida de maneira seriada variando em 1024-2
pg/mL. (JAVADPOUR et al.,, 1996). O teste de
concentracdo inibitéria minima foi realizado
utilizando as cepas fungicas de C. albicans ICB12,
C. krusei ATCC6258. Para avaliacdo do carvacrol
como modificador de resisténcia microbiana, a CIM
dos antifingicos foi determinada na presenca e na
auséncia de uma concentracdo subinibitéria do
produto natural (MIC/8). As concentragdes dos
antifingicos usadas variaram entre 1024 - 0,5
pug/mL. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.
A leitura foi feita através da visualizacio da turbidez
caracteristica do crescimento fungico. O controle do
experimento foi realizado na mesma condi¢do
experimental, apenas com a auséncia do antifingico.
Todos os testes foram realizado em triplicata.

Determinacoes da DIM e avaliacao da atividade
moduladora por contato gasoso

A dose inibitéria minima (DIM) é definida
como dose inibitéria minima por volume de ar capaz
para suprimir o crescimento do microrganismo em
um sistema fechado (INOUYE et al., 2001). 23,6
mg de carvacrol foi diluido em 500 pL de
Dimetilsulféxido (DMSO). A  partir desta
concentracdo foram obtidas as concentragcdes de 512
a 128 pg/mL. Foram preparadas placas de Petri
pequenas contendo 5 mL de HIA cada. As linhagens
bacterianas foram inicialmente inoculadas em BHI
3,7 % (Brain Heart Infusion) e depois semeadas
com swab nas placas. Foram usadas placas
semeadas com P. aeruginosa, S. aureus e placas
controle com as bactérias e DMSO e outras apenas
com o microrganismo. O teste foi realizado em
triplicata. Uma quantidade de 100 pL de cada uma
das diluigcdes do carvacrol foi aplicada na parte
interna da tampa da placa de Petri e estas foram
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inoculadas a 37°C por 24 h para a determinagdo da
DIM. A leitura foi feita através da afericdo da
inibicdo do crescimento do microrganismo.

Ap6s a leitura da DIM, os resultados obtidos
foram wusados na modulacdo, utilizando uma
concentracdo inferior a concentracio inibitéria. No
ensaio com S. aureus ATCC25923 e P. aeruginosa
ATCC15442 foi utilizada uma DIM de 0,5 e 1 mg/L
de ar, respectivamente. A modulacdo foi feita em
triplicata, onde uma placa seria o antibidtico em
associacdo com produto, a segunda o antibidtico
junto com DMSO e a terceira somente o antibiético,
cada placa continha um disco de cada antibiético,
totalizando trés antibidticos por placa. A leitura foi
feita através da medicdo de halos de inibi¢do, os
quais foram comparados ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A atividade antimicrobiana dos dleos
essenciais tem sido amplamente estudada sobre uma
série de microrganismos (L()PEZ et al., 2005). A
maior concentragdo de carvacrol nos O6leos
essenciais pode ser a explicagdo de sua atividade
antimicrobiana (NOSTRO et al., 2007;
SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES,
2011).

A Tabela 1 mostra a CIM do composto
carvacrol e a potencializacio do efeito em
combinacdo com antifingicos. Com relacdo a C.
albicans, a CIM dos antifingicos sozinhos foi igual
a CIM dos mesmos associados ao carvacrol,
demonstrando que a associacdo ndo modulou a
atividade da droga. Contra C. krusei, foi
demonstrado um resultado semelhante, com
excecdo da associagdo com o benzoilmetronidazol,
no qual houve um aumento de 8 vezes na CIM do
antifingico quando associado ao carvacrol,
demonstrando um antagonismo.

Tabela 1. Atividade moduladora da atividade antiftingica do carvacrol sobre linhagens de C. albicans e C.

krusei.(L]g/mL).
C. albicans C. krusei
Drogas/Produto natural CIM CIM CIM CIM
Droga-+carvacrol Droga-+carvacrol

anfotericina B >1024 >1024 256 256
nistatina >1024 >1024 >1024 >1024
mebendazol > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
benzoilmetronidazol >1024 >1024 128 >1024

carvacrol > 1024 - > 1024 -

Pozzatti et al. (2010) encontraram grande
atividade antifingica frente a diversas espécies de
Candida spp. Com CIMs < 800 pg/ml para o 6leo
essencial de orégano mexicano composto por
carvacrol (56,8 %), entretanto, este resultados

corroboram com 0s nossos devido a similaridade
das observacdes e concentracdes testadas.

Na dose inibitéria minima mostrada na
Tabela 2, foi observada inibi¢do do crescimento por
contato gasoso contra S. aureus ATCC25923 e C.
albicans ICB12 em todas as concentracdes testadas.

Tabela 2. Atividade inibitéria pela DIM (mg/L de ar) em P. aeruginosa e S.aureus.

Cepas bacterianas DIM 1 DIM 0,5 DIM 0,25 Controle Controle
DMSO

P. aeruginosa + + + + +

S. aureus - + + + +

C. albicans - - - + +

C. tropicalis + + + + +

C. krusei + + + + +

* sinais (+) crescimento e (-) inibi¢ao do crescimento

Na modulacdo por contato gasoso, os testes
foram realizados em triplicata, com as cepas padrao
de P. aeruginosa e S. aureus (Tabelas 3 e 4), os
resultados sdo expressos em halos de inibi¢ao, sendo
estes comparados ao controle. P. aeruginosa

apresentou um aumento de sensibilidade com todos
os antibidticos testados, sendo o melhor resultado
observado com vancomicina. Com relacdo a S.
aureus, o melhor resultado foi contra a
ciprofloxacin. As bactérias Gram-positivas, como S.
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aureus, geralmente sdo mais sensiveis aos
antibidticos que bactérias Gram-negativas, como E.
coli e P. aeruginosa (MADIGAN et al., 2004). No
entanto, Smith-Palmer et al. (1998) e Hoferl et al.
(2009) relataram atividade antimicrobiana do Oleo
essencial de orégano frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Acredita-se que o efeito
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antimicrobiano estd relacionado, principalmente, 4
modificagdo na permeabilidade e integridade da
membrana celular bacteriana (LAMBERT et al.,
2001).0s compostos fendlicos sdo capazes de
dissolverem-se dentro da membrana plasmdtica e
desta forma penetrar na célula, afetando o
metabolismo microbiano (MARINO et al., 2001).

Tabela 3: Atividade moduladora da acdo antibidtica por contato gasoso em P. aeruginosa (cm).

Antibioticos DIM 1,0 Controle DMSO Controle
vancomicina 1,8 1,6 1,6
gentamicina 2,5 2,5 2,5
ciprofloxacin 2,8 3 2,9
Tabela 4: Atividade moduladora da agfo antibidtica por contato gasoso em S. aureus (cm).
Antibioticos DIM 0,5 Controle DMSO Controle
vancomicina 1,7 1,7 1,7
gentamicina 2 2 2
ciprofloxacin 2 2,2 2
CONCLUSOES A atividade moduladora deste composto ¢é

mais efetiva que sua atividade antimicrobiana
intrinseca, indicando que este produto pode
representar uma fonte de futuras formulagdes
farmacéuticas para combater microrganismos
patogénicos como uma nova forma de
antimicrobioterapia.

O carvacrol ndo afetou ou diminui o efeito
dos antifiingicos quando associados. Entretanto, por
contato gasoso, o carvacrol demonstrou resultados
promissores na modulacdo da atividade de
antibidticos contra S. aureus e P. aeruginosa.

ABSTRACT: In the last decades, the bacterial resistance to antimicrobials becomes a serious problem of public
health, creating several difficulties to control several microrganisms with nosocomial interest. The carvacrol, the main
phenol compound of many plants as Origanum vulgare, Lippia graveolens and Lipia sidoides. Studies demonstrated and
intensive antibacterial activity of O. vulgare, probably due the carvacrol. To evaluate the antimicrobial activity of this
compound, were assayed microbial strains of Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas eruginosa ATCC15442,
Candida albicans ICB12, C. krusei ATCC6258 and C. tropicalis ATCC 13803. Using the microdilution and the gaseous
contact method, were determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum inhibitory dose (DIM),
respectively as well as the modulatory activity with both methods. The carvacrol, used in subinhibitory concentrations
associated with antimicrobial drugs demonstrated an interesting modulatory activity against Staphylococcus aureus and
Candida albicans strains, indicating the antimicrobial and modulatory activity of this compound.

KEYWORDS: Direct contact. Gaseous contact. Antimicrobial activity. Carvacrol.
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