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Resumo: O uso desenfreado de farmacos tem causado a resisténcia bacteriana mais
dificil de tratar, com isso a buscar por terpenos, substancia extraida das plantas tem
sido muito estudada como um meio promissor. O objetivo do trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana do Carvacrol em sua composicdo simples contra cepas
microbianas padrdes e multirresistentes. A atividade antibacteriana foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo, obtendo-se desta forma o valor da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), e a partir do valor da concentragédo subinibitoria
(CIM/8) foi determinado a atividade modificadora da ag&o dos antibitticos. O Carvacrol
apresentou uma CIM clinicamente relevante para as cepas. Na atividade moduladora,
o carvacrol em associacdo com a gentamicina para Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli foi visto o efeito sinérgico, essa substancia conseguiu reduzir a CIM
deste antibiético. A associacdo da gentamicina com o Carvacrol para Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, pode ser promissor contra a resisténcia dessas cepas.
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1. Introducéao

A humanidade utiliza-se das plantas aromaticas desde os tempos
imemoriais, como realcadores do sabor de alimentos e bebidas (Franz, 2010).
Neste contexto as especiarias e plantas aromaticas sao fonte importante de
Oleos essenciais, estes tem evidenciado diferentes acbes farmacoldgicas,
sendo frequentemente associados & atividade antibacteriana, por este motivo
podem ser utilizados para diferir ou inibir o crescimento de micro-organismos
(Mendes et al., 2011). Nas ultimas décadas, a resisténcia bacteriana a drogas
de patégenos humanos e animais, € uma preocupacdo mundial, a vista disso a
busca por novos agentes antimicrobianos que possam superar o problema da
resisténcia tem sido alvo de pesquisas (Duarte, 2006; Coutinho et al., 2008).

Os estudos de produtos naturais com atividade antimicrobiana inerente ou
combinada com antibiéticos podem representar uma nova forma de combate
aos micro-organismos. Nesse seguimento, os metabdlitos secundarios de
vegetais, tem se destacado tanto por apresentarem atividade antibacteriana,
como também capacidade de potencializar a atividade de antibioticos (Tintino
et al., 2013). O estudo do Carvacrol tem em vista as propriedades biologicas
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resultantes dos metabdlitos secundarios das plantas, estas capazes de suprir a
necessidade de novos agentes antimicrobianos, podendo ainda resultar na
producdo de novos farmacos. Este estudo consistira em avaliar a atividade
antibacteriana do Carvacrol determinando a concentracdo inibitéria minima
(CIM) tanto isoladamente quanto no seu efeito modulatério em antibiéticos
padrdes.

2. Objetivo

2.10bjetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do Carvacrol em sua composi¢céao simples
contra cepas microbianas padrdes e multirresistentes.

2.20Objetivos Especificos

v' Avaliar a atividade antimicrobiana carvacrol, em sua forma simples, em
cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli padrbes e resistentes;

v Avaliar a atividade de modulagdo antimicrobiana do carvacrol, em sua
forma simples, com norfloxacino, gentamicina e imipenem, em cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
resistentes;

3. Metodologia
3.1 Composto

Carvacrol compostos extraido de 6leos vegetais da classe dos terpenos.
3.2 Cepas Microbianas

Os micro-organismos utilizados nos testes foram obtidos através do
Laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade
Regional do Cariri (URCA) cedida pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As linhagens utilizadas foram: cepas
padrdo de bactérias Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, e linhagens
multirresistentes de Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus 10,
Pseudomonas aeruginosa 24.

3.3 Determinacgado da Concentracgao Inibitéria Minima

A determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada
pelo método de microdiluicdo em caldo com placas contendo 96 cavidades e
em triplicata. O inéculo depositado em solugdo salina para formar uma
suspenséo de 10° Unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL). Uma
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solugao contendo 900 pL BHI a 10% e 100 pL do inéculo foi colocado em cada
eppendorf. Em seguida realizou-se a distribuicdo de 100 pL da solucdo em
cada cavidade da placa (placa de 96 pocos) adicionado 100 yL do composto
em cada cavidade, através de sucessivas diluicdes na proporgdo de 1:1, até a
penultima cavidade, sendo a Ultima cavidade reservada para controle (meio +
inodculo). As placas foram colocadas na estufa a 35 °C, por um periodo de 24
horas (Javadpour et al.,, 1996). Para verificar se houve crescimento foi
adicionado 20 uL de resazurina sodica.

3.4 Avaliacéo da atividade moduladora do Carvacrol

Para a avaliacdo da atividade moduladora do Carvacrol, foi preparado
eppendorfs contendo concentracdo sub-inibitéria (CIM/8) do composto testado.
Suspensdes dos micro-organismos foram depositadas juntamente ao meio BHI
a 10% e esta solucdo distribuida nas cavidades da placa de 96 pocos. Logo em
seguida 100 pL de cada antibidtico diluido foram adicionados na maior
concentracdo na primeira cavidade seguindo com sucessivas microdiluicbes na
proporcdo de 1:1, até a pendltima cavidade, em seguida as placas de
microdiluicdo foram incubadas por 24 h a 35 °C, em estufa.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através de um teste ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 e p <0,0001 sé&o
considerados significativos e p > 0,05 néo significativo).

4. Resultados

A partir dos resultados foi observado que a CIM do carvacrol foi
clinicamente relevantes. As cepas EC ATCC 25922, SA 10 e EC 06 tiveram
uma CIM de 256 ug/mL. Ja para as cepas SA ATCC 25923, PA ATCC 9027 e
PA 24, foram obtidas CIM 81 pg/mL, 161 pg/mL e 128 ug/mL, respectivamente.

Tabela 1. Concentragdo inibitéria minima (ug/mL)
Legenda: S.A- Staphylococcus aureus; P.A- Pseudomonas aeruginosa, E.C- Escherichia coli.

S.A P.A E.C
Bactéria ATCC ATCC ATCC S.A10 P.A24 E.CO06
25923 9027 25922

CRMEETD| 81 161 256 256 128 256
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A bactéria SA ATCC 25923 apresentou a menor CIM, corroborando com
outros trabalhos sobre a atividade antibacteriana de extratos, 0leos essenciais
ou substancias isoladas, onde demostrou possuir um melhor efeito sobre as
bactérias Gram-positivas do que sobre Gram-negativas, devido a diferenca da
estrutura da parede e membrana celular que faz com que as Gram-positivas
sejam mais sensiveis aos componentes dos Oleos essenciais (Wang et al.,
2012 e Obidi et al., 2013). Para as Gram-negativas, a natureza da membrana
celular restringe a absorcdo de moléculas e seu movimento para dentro das
células através dos canais de porinas (Tortora, 2012).
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Grafico 1. Teste da avaliacdo da atividade moduladora de
antibidtico: carvacrol em sua composi¢cdo simples associado
com norfloxacino.
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Grafico 2. Teste da avaliagcdo da atividade moduladora
de antibidtico: carvacrol em sua composi¢cdo simples
associado com gentamicina.
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Grafico 3. Teste da avaliagao
da atividade moduladora de
antibiotico: carvacrol em sua
composicdo simples associado
com Imipenem.

De acordo com os resultados obtidos na associagdo com o norfloxacino
para P. aeruginosa com o Carvacrol, apresentou antagonismo quando
comparado com a CIM do norfloxacino isolado, ou seja, o Carvacrol com este
antibiético aumentou a concentracdo da CIM (grafico 1). Para a S. aureus e E.
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coli foi observado antagonismo. A substancia simples em associacdo com o
antibiotico imipeném nao apresentou resultados significantes estatisticamente
(Grafico 3). O antagonismo das substancias em associagcdo com os antibiéticos
pode ser explicado pela ligacdo dos compostos no local onde o antibiético se
ligaria ou a um possivel mecanismo de quela¢do com o antibidtico, diminuindo

0 espectro de acéo da droga (Oliveira et al., 2017; Coutinho et al., 2015).

5. Conclusao

e O carvacrol demostrou atividade antibacteriana direta clinicamente
relevante para cepas SA e PA padrdes e PA 24 resistente.

e A substadncia em associagdo com o norfloxacino e o imipeném
apresentou efeito antagbnico para as cepas testadas.

e O carvacrol em associacdo com a gentamicina para Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli demonstrou efeito sinérgico, ou seja, essa
substancia conseguiu reduzir a CIM deste antibidtico.
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