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RESUMO

OBJETIVOS: Estudar a atividade antimicrobiana dos fitoconstituintes timol e carvacrol contras cepas de Escherichia
coli produtoras de B-lactamases de amplo espectro (ESBL) e determinar a concentracéo inibitéria minima (CIM) do
timol e do carvacrol. MATERIAIS E METODOS: Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia
(J11) no Centro de Educacéo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande, estado da Parafba, Brasil.
Para a determinacdo da CIM dos fitoconstituintes selecionados, foram utilizadas cepas bacterianas de E. coli
ESBL (C-18, C-21, C-20, C-24, C-25, 24, 65) oriundas de pacientes ambulatoriais e a técnica de microdiluicéo
em placa de 96 orificios por meio da diluicdo seriada a uma razdo de dois, reservando a Gltima coluna para o
controle do crescimento dos microrganismos. RESULTADOS: A CIM do carvacrol apresentou concentracdes de
64 ug/ml para a cepa 65 e 128 ng/ml para as cepas C-18, C-20, C-21, C-24, C-25 e 24. J4 frente & acdo
do timol, a CIM foi determinada como: 1.024 pg/ml para a cepa C-25; 512 ug/ml para as cepas C-18,
C-21, 24 e 65; 256 pg/ml para a cepa C-24; e 128 pg/ml para a cepa C-20. CONCLUSAO: Por meio dos
experimentos, pdéde-se afirmar que os fitoconstituintes carvacrol e timol exercem atfividade bacteriostdtica sobre as
cepas de E. coli.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To study the antimicrobial activity of thymol and carvacrol phytochemicals against strains of Escherichia
coli producing extended-spectrum B-lactamases (ESBL) and to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of thymol and carvacrol. MATERIALS AND METHODS: The experiments were carried out at the Microbiology
Laboratory (J11) at the Education and Health Center of the Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba
State, Brazil. In order to determine the MIC of the selected phytocompounds, bacterial strains of E. coli ESBL (C-18,
C-21, C-20, C-24, C-25, 24, 65) from outpatients were used, and microdilution technique in 96-hole reaction
plate by two-fold serial dilution, reserving the last column for growth control of microorganisms. RESULTS: MIC
of carvacrol showed concentrations of 64 pg/mlL for strain 65 and 128 pg/ml for strains C-18, C-20, C-21,
C-24, C-25, and 24. In the thymol action, MIC was determined as: 1,024 pg/ml for strain C-25; 512 pg/mL for
C-18, C-21, 24, and 65; 256 ng/ml for C-24; and 128 pg/ml for strain C-20. CONCLUSION: Through the
experiments it was possible to affirm that the phytocompounds carvacrol and thymol have bacteriostatic effects on
E. coli strains.
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INTRODUCAO

Escherichia coli habita normalmente o intestino
da maioria dos animais, incluindo seres humanos.
Algumas cepas de E. coli podem provocar uma ampla
variedade de doencas infestinais e extraintestinais, tais
como diarreia, infeccdes do trato urindrio, septicemia
e meningite neonatal'. Apresenta fdcil manuseio em
laboratério com alta facilidade em seu cultivo, é
bastante conhecida em relacdo ao quesito genético, e
pode ser empregada como indicador de contaminacéo
fecal da agua?.

As B-lactamases de amplo espectro (extended-
spectrum B-lactomase — ESBL) sGo enzimas capozes de
hidrolisar o grupo farmacoférico (anel betalactémico)
dos antibiéticos betalactémicos, como cefalosporinas,
penicilinas e monobactdmicos, sendo consideradas
uma forma terapéutica primdria para o controle de
infeccdes. Essas enzimas sdo codificadas em genes
presentes principalmente nos plasmideos, transpdsons e
integrons, elementos esses que apresentam capacidade
de carregar outros tipos de genes de resisténcia,
conferindo assim a esse microrganismo resisténcia das
demais classes de fdrmacos®.

Por muito tempo, as bactérias Gram negativas eram
controladas por meio do tratamento com cefalosporinas;
entretanto, essa realidade vem mudando, uma vez que
tém surgido cepas que expressam a ESBL, sendo essa
um dos principais mecanismos de resisténcia na familia
Enterobacteriaceae**4.

Devido ao constante aumento dos meios de
resisténcia  bacterianos, sendo uma  considerdvel
parte oriunda da automedicacdo, o combate &
resisténcia microbiana acaba se tornando uma grande
preocupacdo da Organizacdo Mundial da Satde.
SGo necessdrios investimentos ndo s6 na drea da
saude, mas também, de suma importGncia, na drea
da educacdo para o desenvolvimento de diferentes
formas de controle e prevencéo da multirresisténcia

bacteriana’.

O surgimento da resisténcia por parte dos
microrganismos é derivado de mutacdes genéticas
espontéineas ou oriundas de estimulos e recombinacao
de genes, resultando em uma ampla variedade
genética, adequando-os & sobrevida em ocasides
adversas; dessas, as mais comumente enfrentadas por
eles sGo a acéo de antimicrobianos ou a resisténcia
adquirida pelo contato com organismos j& resistentes.
Essas alteracdes sdo possiveis pelo genoma bacteriano
ser bem dindmico, com as atividades de defesa
e ftransferéncia génica sendo desempenhadas por
estruturas moéveis, como integrons e plasmidios, que
possibilitam, entdo, a ampla troca e modificacdo de
dados genéticos®”.

A deteccdo de espécies portadoras das ESBL se
faz necessdria para identificar essas cepas e definir a
terapéutica apropriada para um tratamento eficaz'®.
Entretanto, hd falhas na terapéutica medicamentosa e
os programas de pesquisa tém propiciado a descoberta
e a viabilidade de alternativas terapéuticas frente aos

mecanismos de resisténcia. Dessa forma, produtos
naturais  t8m demonstrado grande eficiéncia nas
infeccées bacterianas; sendo assim, ndo é surpresa
o fato de existir uma grande variedade de drogas
oriundas de tais produtos''. Nessa perspectiva,
pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de
investigar novos farmacos com agdo antimicrobiana
ou, ainda, moléculas que modulam a atividade de
antibidticos'" "2,

Os dleos essenciais e os terpenos tém apresentado
diversas  atividades biolégicas, dentre elas agdes
antimicrobianas, quando testados na presenca de
bactérias como E. coli. O carvacrol e o timol sdo
isdmeros e tém sido apontados por alguns autores
como moléculas promissoras no estudo de alternativas
terapéuticas para o tratamento de infecgoes'?!%'4,

Os ferpenos correspondem a uma classe de
substéincias  quimicas  derivadas do  metabolismo
secunddrio dos vegetais, cuja origem biossintética
deriva de unidades de isopreno (C,H,), existindo, em
sua maior parte, na forma de estrutura ciclica, sendo
formado a partir do é4cido mevalénico'®.  Estudos
tém mostrado que os dleos essenciais do orégano
e do tomilho apresentam atividade antimicrobiana e
possuem carvacrol, timol e eugenol como constituintes
majoritdrios, sendo que a concentracGo desses
fitoconstituintes pode variar de regido para regiéo'.

O timol, também conhecido por 2-isopropil-5-
metilfenol, ¢ um monoterpeno, sendo isomérico com
carvacrol; é extraldo como uma substéncia aromdtica,
de coloracdo cristalina branca e de odor agradével,
pouco solivel em d&gua, mas sendo extremamente
solivel em alguns solventes orgéanicos; apresenta pH
neutro. O timol também apresenta caracteristicas
alcalinas em solugdes aquosas devido a desprotonacao

do fenol'’.

O carvacrol, ou  2-metil-5-1-metiletilfenol, &
também um monoterpeno e apresenta caracteristica
picante e cheiro brando de orégano. Devido a essas
caracteristicas e ao cheiro agraddvel, ele é utilizado
como aditivo alimentar'®. Acredita-se ser a ruptura da
membrana das bactérias a causa das propriedades
antimicrobianas do carvacrol™.

Diante dessas premissas, o objetivo deste trabalho
foi investigar a acgdo antibacteriana do timol e do
carvacrol contra cepas de E. coli ESBL.

MATERIAIS E METODOS
LOCAL DE TRABALHO

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

CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas cepas bacterianas de E. coli ESBL
(C-18, C-21, C-20, C-24, C-25, 24, 65), cedidas

pela farmacéutica Bernadete Helena Cavalcanti Santos



(Laboratério de Microbiologia Clinica, Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal da
Paraiba), oriundas de pacientes ambulatoriais.

FITOCONSTITUINTES

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

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA

A determinacéo da concentracéo inibitéria minima
(CIM) dos fitoconstituintes selecionados foi realizada
pela técnica da microdiluicdo em placa de 96 orificios
e fundo em "U" para cada uma das cepas. Por meio
da diluicéo seriada a uma razéo de 2, foram obtidas
as concentracées de 1.024 a 1 ug/ml, efetuadas na
prépria placa, da coluna 1 a 11. A (ltima coluna
(12) foi reservada para o controle de crescimento
do microrganismo (Caldo Mueller-Hinton, sem o
produto testado). Ainda foram realizados os seguintes
controles: para avaliar a toxicidade do veiculo, a

esterilidade do meio e a viabilidade do inéculo
bacteriano?02122,

Em seguida, adicionou-se 10 pul do indculo
(bactéria a 0,5 McFarland) em cada uma das

cavidades. O ensaio foi realizado em ftriplicata e
incubado a 37 °C no perfodo de 24 h para E. coli
ESBL. Apds o tempo de incubacdo adequado,
foram adicionados 20 plL de resazurina a 1%
(SIGMA), indicador colorimétrico de &xido-reducéo
para bactérias; procedeu-se a leitura, visualmente,
pela auséncia ou presenca de crescimento do
microrganismo,  observando-se o  mudanga  da
coloracéo da solucdo de azul para rosa/vermelho,
resultante do crescimento do microrganismo.

Portanto, foi determinada como CIM a menor
concentracio do produto capaz de inibir o
crescimento do microrganismo ensaiado, verificado
por uma ndo mudanca da coloracdo do corante

indicador?021.22,

RESULTADOS

Os resultados referentes & acdo bacteriostdtica
do carvacrol e timol contra cepas de E. coli ESBL
encontram-se na tabela 1, em que se defterminou
a CIM do carvacrol como sendo 64 pg/mlL para a
cepa 65 e 128 pg/ml para as cepas C-18, C-20,
C-21, C-24, C-25 e 24. J4 para o timol, a CIM foi
determinada como 1.024 pg/ml para a cepa C-25;
512 pg/mlL para as cepas C-18, C-21, 24 e 65;
256 pg/mlL para a cepa C-24; e 128 pg/ml para a
cepa C-20.

DISCUSSAO

Oleos essenciais que contém constituintes como
o carvacrol e o timol vém sendo observados como
agentes antibacterianos, antivirais, antidiabéticos
e antioxidantes em doencas cardiovasculares. Tais

fitoconstituintes sdo relatados como potenciais
agentes  antimicrobianos,  principalmente  frente
ds bactérias Gram positivas?®.  Entretanto, eles

se mostraram ativos contra a maioria das cepas
testadas, em especial o carvacrol.

Estudos realizados a partir de extratos produzidos
de folhas adultas de Ficus benjamina confirmaram a
atividade antibacteriana dos constituintes dessa planta
e obtiveram uma CIM de 1.024 pg/ml contra cepas
de E. coli**, corroborando o resultado obtido na cepa
E. coli 25, quando testada a atividade do timol no
presente trabalho.

Tabela 1 — CIM em pg/ml do carvacrol e timol contra cepas de E. coli

E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coll E. coll
C-18 C-20 c-21 C-24 C-25 24 65

2.048 pg/mlL CHITH) CHTE) CHIT) CHTH) CHTE) CHT() CHTH)
1.024 pg/ml CHTH) CHTE) CHTE) CHTH) CHTE) CHTH) CHTE)
512 pg/mL CHTH) CHTE) CHTE) CHTE) CHT(+) CHTE) CHTE)
256 pg/mL CHT(+) CHTE) CHT(+) CHTH) CHT(+) CHT(+) CHT(+)
128 pg/ml CHT() CHTE) CHT(+) CHT(+) CHT(+) CHT(+) CHT(+)
64 ug/ml  C(H)T(+) CH)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(H)T(+) C(+H)T(+) ClT(+)
32pg/ml CH)T(+) ClH)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(H)T(+) Cl+)T(+) C(+H)T(+)
16pg/ml C(+)T(+) C(H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(H)T(+) C(+)T(+) C(+H)T(+)
8ug/ml  C(H)T(+) C(+H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) C(H)T(+) C(+)T(+) C(+H)T(+)
4pg/ml CH)T(+) C(+H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) CH)T(+) ClH)T(+) C(+H)T(+)
2ug/ml C(H)T(+) C(H)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+) ClH)T(+) C(H)T(+) C(+H)T(+)
Tpg/ml C(H)T(+) C(H)T(+) ClH)T(+) C(H)T(+) CH)T(+) ClH)T(+) C(+)T(+)

(+): Crescimento bacteriano visivel; (-): Nao houve crescimento bacteriano visivel; C: Carvacrol; T: Timol,
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De acordo com a literatura, a acdo biolégica
de ambos os fitoconstituintes pode ser atribuida &
inducdo nas deformacées da membrana celular que
ambos causam, alterando a sua permeabilidade. Além
disso, é possivel que nicleos aromdticos presentes em
sua estrutura e que contém um grupo polar possam
estabelecer ligaces de hidrogénio com enzimas
microbianas, o que provavelmente favoreceria a
atividade antimicrobiana?>?¢. Também se pode atribuir
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