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RESUMO

O uso de plantas para tratar e prevenir doencas ¢ uma pratica ancestral da humanidade. Nos ultimos
anos, a resisténcia dos microrganismos a antibidticos tem gerado um interesse crescente na pesquisa
de alternativas terapéuticas, incluindo os compostos quimicos presentes em 6leos essenciais. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito antibacteriano e antifingico do 6leo essencial de Ocotea catharinesis
(EOOc) e identificar seus principais compostos. A extracdo do 6leo essencial foi feita por hidrodestilagao
por 4,5 horas, utilizando 50g de folhas secas. Para identificar os componentes quimicos, usou-se
cromatografia em fase gasosa com espectrometria de massas. Para os testes microbioldgicos as cepas
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testadas incluiram Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Candida tropicalis. A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdilui¢do. O 6leo essencial foi testado como modulador da resisténcia a antibioticos, usando a
gentamicina, penicilina e norfloxacino como referéncias para antibacterianos e fluconazol para fungos,
com ou sem a presenca do oleo. A analise do dleo revelou dois compostos principais: alfa pineno
(13,9%) e limoneno (13,4%). O alfa pineno, um terpendide, pode ajudar a reduzir o estresse oxidativo,
atuando como um antioxidante. O EOOc mostrou resisténcia contra as bactérias E. coli e P. aeruginosa,
com valores iguais ou superiores a 1024 ng/mL, evidenciando que bactérias gram-negativas sdo mais
resistentes. Com o antibidtico penicilina, o EOOc apresentou resultados semelhantes, também por
causa de proteinas receptoras. Testes com Norfloxacina e Gentamicina mostraram valores de 512
ng/mL, sem potencial sinérgico com os antibioticos. Foi observado que contra as cepas de Candida
tropicalis, o EOOc apresentou efeito modulador com concentragao menor do que a droga testada. Os
resultados indicam que o 6leo essencial da Ocotea catharinesis Mez pode ter um efeito antifingico
contra as cepas de Candida tropicalis.

Palavras-chave: Oleo essencial. Analise Quimica. Antimicrobiano.
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1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais com o objetivo de prevencdo, tratamento ou cura de diversas
enfermidades ¢ uma pratica que remonta ao inicio da civilizagdo humana (Elharas; Ouhssine, 2025;
Carmignan et al., 2020).

A resisténcia que os microrganismos vém demonstrando nas ultimas décadas aos produtos
farmacéuticos e os estudos de investigacdo do potencial bioldgico e quimico a partir da presenga de
compostos quimicos em Oleo essenciais fazem com que a busca por novas alternativas terapéuticas
seja uma importante ferramenta no desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos (Brixner et
al., 2022; Hou et al. 2022; Rodrigues et al., 2018).

Grande parte da populagdao mundial utiliza estas plantas como uma fonte alternativa para o
tratamento e para cura de diversas enfermidades, visto que elas sao mais acessiveis, tanto no requisito
financeiro, quanto na praticidade, em relagdo aos medicamentos obtidos de forma industrial (Domingo-
Fernandez et al., 2023). Desta forma, a busca por plantas para uso terapéutico vem sendo acentuada e
repassada de geragdes em geragdes (Lima Mota et al., 2023).

Dentre os compostos fornecidos pelas espécies vegetais estdo os 6leos essenciais, constituidos
de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides fomentam propriedade quimicas e estruturais a
partir da sua volatilidade, dessa forma demonstrando grande potencial para atividades antifiingicas e
antibacteriana, (Angane et al., 2022).

Ocotea catharinesis Mez, também conhecida como Canela-preta ¢ uma espécie de arvore
lenhosa achada no sul da Mata Atlantica no Brasil, que dispde uma madeira de excelente qualidade
(Dos Santos Alves et al., 2024). Segundo Medeiros (2022), a partir de suas caracteristicas a mesma se
enquadra na familia Lauraceae, sendo um grupo que proporciona grandes avancos fitogénetico.

A espécie Ocotea catharinesis Mez, possui diversos compostos com caracteristicas
antimicrobianas, além de poderem ser utilizados como aromaticos no setor alimenticio (Diast al.,
2022). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antibacteriano e antifiingico do 6leo

essencial de Ocotea catharinesis (EOOc) bem como identificar seus principais compostos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA MATERIAL BOTANICO

A espécie Ocotea catharinensis foi coletada, para extragdo do 6leo essencial, nos Campos
Gerais, no Estado do Parand de acordo com as seguintes coordenadas: S 25° 20.948' e W 049° 47.148'".
A exsicata foi transportada e depositada no Herbario das Faculdades Integradas Espirita (HFIE) a qual
recebeu o seguinte nimero: 8,559 (Lawrence, 1951; IBGE, 1992).
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2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extragdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo durante 4,5 horas em aparelho
graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de agua destilada, com 3 repeticdes
(Wasicky, 1963). Para secar as folhas utilizou-se secador elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com
circulagdo de ar a 40° C por 24 horas. Apds a extragdo, a amostra foi coletada com pipeta de precisao

e acondicionadas em freezer onde permaneceram até o momento da andlise.

2.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificagdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). O 6leo essencial foi diluido em diclorometano na
proporcao de 1 % e 1,0 uL da solucdo foi injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatdgrafo
Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N. O injetor foi
mantido a 250 °C. A separacdo dos constituintes foi obtida em coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-
dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e utilizando hélio como gas carreador (1,0 mL min-
1). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240°C a uma taxa de 3°C min-1. O detector de
massas foi operado no modo ionizagdo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s-1 e faixa
de massas de 40 a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260° C, a fonte de ions a 230° C e o
analisador (quadrupolo) a 150° C.

Para a quantificagdo, a amostra diluida foi injetada em cromatégrafo Agilent 7890A equipado
com detector de ionizagdo por chama (DIC), operado a 280°C. A composi¢ao percentual foi obtida pela
integragao eletronica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente pela area total (area
%).

A 1dentificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparagdo de seus espectros de
massas com aqueles das espectrotecas (Wiley, 1994; Nist, 2016) e por seus indices de retencdo linear,
calculados a partir da inje¢do de uma série homologa de hidrocarbonetos (C7-C26) e comparados com

dados da literatura (Adams, 2007).

2.4 TESTES MICROBIANOS
2.4.1 Meios de cultura e estirpes

As seguintes linhagens foram utilizadas: cepas padrdo Escherichia coli ATCC 10536,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans
INCQS 40006 e Candida Tropicalis INCQS 40042. Estas estirpes foram inoculadas em Sabouraud
Dextrose Agar (SDA - KASVI), para as estirpes fungicas, e no Brain Heart Infusdo (BHI), para cepas
bacterianas, sendo incubada a 37 C por 24 h. A concentracdo de indculo foi padronizada de acordo

com a McFarland, comparando a turbidez do in6éculo com o padrdo 0,5 na escala. Os inoculos
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preparados foram utilizados nos Testes de Concentracao Inibitoria (MIC) e no teste realizado para

verificar o potencial dos extratos na modulagdo de antibidticos por contato.

2.4.2 Drogas, reagentes e preparaciao de solucoes

Dimetilsulféxido (DMSO - Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usado para diluir o dleo.
Norfloxacina, Gentamicina, Penicilina e Fluconazol (Cépsula - FLUCOMED) foi diluida em agua e
utilizada como medicamento de referéncia nos testes. As solu¢des de matriz de produtos, 6leo essencial
de Ocotea catharinesis mez, foi preparado pesando 0,3 g de cada produto e depois dilui-los em 1 mL
de DMSO. Para obter a concentracdo desejada para os testes, o produto sofreu uma nova diluigdo em

agua destilada estéril, de modo que a concentracdo de DMSO no produto afetou as células testadas.

2.4.3 Determinacao da concentracio inibitéria minima (MIC)

Este teste foi realizado em placas de 96 pogos utilizando a microdilui¢do do caldo, método de
acordo com o documento M7-A10. Resumidamente, dilui¢cdes seriadas foram realizadas produzindo
concentragdes de produtos naturais variando de 4 a 512 pg / mL, para as cepas bacterianas, e de 4 pg
/ mL para 4096 ng / mL, para as linhagens fingicas. O ultimo pogo foi usado como microrganismo
controle de crescimento. Dilui¢des do produto (usando solugdo salina em vez de inoculo) e controles
médios de esterilidade também foram alcangados. Todos os testes bacterianos foram realizados em
triplicado e os fungicos em quadriplicada. As placas foram incubadas a 37 © C, por 24 h. A atividade
antibacteriana foi detectada usando um método colorimétrico adi¢do de 25 pL de solucdo aquosa de
resazurina (0,01%) em cada no final do periodo de incubagdo. Para a atividade antifingica, a leitura
foi realizada pelo aparelho espectrofotometro ELISA (Termoplate ®) a 630 nm. A CIM foi definida

como a menor concentracao dos produtos naturais capazes de inibir o crescimento de microrganismos.

2.4.4 Atividade modulatoria por contato direto

O oleo essencial foi testado como modulador para a resisténcia de antibidticos a partir da
obtenc¢do das CIMs, utilizando como referéncia o aminoglicosideo gentamicina e o beta-lactamicos
penicilina e norfloxacina contra as cepas bacterianas, ¢ o fluconazol, contra as cepas fungicas, na
presenca ou auséncia do produto natural usando o teste de microdiluicao. Concentragdes subinibitorias
(MIC/ 8, para bactérias, e MIC / 16, para fungos) em 10% de meio de cultura especifico foram usadas.
De acordo com a metodologia utilizada por Coutinho et al, 2008, os indculos microbianos foram
distribuidos em placas de microdilui¢do seguidas pela adicdo de diferentes concentragdes
antimicrobianas, variando de 4 a 4096 pg / mL para o fluconazol e 0,5 a 5000 pg / mL para os demais.

Os testes bacterianos foram realizados em triplicado e os fungicos em quadriplicada, e as placas foram
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incubadas em 37°C durante 24 h. As leituras foram realizadas conforme descrito anteriormente, onde

com os resultados antifingicos a curva de viabilidade celular foi obtida.

2.4.5 Analise Estatistica

Os ensaios foram expressos como a média geométrica. Os valores de CIM foram obtidos por

regressao nao linear para a finalidade da interpolacao de valores a partir de curvas padrao (usando o

software Graphpad Prism, v. 7.0).

3 RESULTADOS E DISCURSOES

A analise quimica do 6leo demonstrou a presenga de dois compostos majoritarios, sendo o alfa

pineno com 13,9% da composic¢do e o limoneno com 13.4% (Tabela 1). Estudos realizados com o alfa

pineno, o apontam como um identificado terpenodide, mostraram a sua capacidade de reduzir fatores

responsaveis por causar o estresse oxidativo, resultado da formacao de radicais livres, sendo visto

como um antioxicidante em potencial (Zamyad et al., 2019).

Tabela 1. Identificagdo dos compostos do 6leo essencial de Ocotea catharinensis usando cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (GC-MS).

Compounds Retention time (min) %
alpha-pinene 937 13.9
sabinene 976 4.2
beta-pinene 980 10.0
mircene 992 3.0
alpha-felandrene 1006 1.1
alpha-terpinene 1019 0.8
p-cimene 1027 1.3
limonene + beta-felandrene 1032 13.4
(Z)-beta-ocimene 1040 2.5
(E)-beta-ocimene 1051 1.5
gamma-terpinene 1062 1.7
terpinen-4-ol 1179 2.7
(E)-caryophyllene 1417 2.9
alpha-humulene 1452 1.2
germacrene D 1479 6.1
viridiflorene + bicyclogermacrene 1493 7.9
cadinene-delta 1522 2.1
spatulenol 1575 1.4
caryophyllene oxide + globulol 1580 2.5
viridiflorol 1588 2.0
khusimona 1598 2.3
alpha-cadinol 1652 2.8
kaurenoic acid 2025 7.8

Total — 95.1

O limoneno ¢ um composto encontrado em diversos Oleos essenciais de frutas citricas,

apresentando baixa toxicidade e potencial farmacologico, porém possui baixa solubilidade em agua e

alta volatilidade, o que pode comprometes o seu uso terapéutico (Kazyoba & Viljoen, 2008).
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O alfa pineno, isoladamente, ja apresentou atividade bacteriana frente as cepas gram-positivas,
porém no se mostrou eficaz a gram-negativas E importante ressaltar que ha uma busca das industrias
alimenticias por novos antimicrobianos, pois algumas bactérias possuem o poder de produzir
enterotoxinas, fator de viruléncia capaz de causar intoxicacao alimentar (Cervantes-Garcia; Garcia-
Gonzalez; Salazar-Schettino, 2014).

Em outro estudo o alfa pineno teve poder inibitdrio frente a cepas de Staphylococcus aureus,
se mostrando um potente antibacteriano (Villeda, 2014), resultado este ndo observado nos testes com
o oleo da essencial Ocotea catharinesis Mez, que apresentou concentracao igual ou superior a 1024
ng/mL, possivelmente pelo fato do limoneno e o alfa pineno, principais compostos do 6leo, se
apresentarem antagonicos.

Frente as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas, o EOOc obteve valor igual ou superior a
1024 pg/mL (Tabela 2), indicando que microrganismos gram-negativos sdo mais resistentes que
bactérias gram-positivas, devido aos seus diferentes mecanismos de resisténcia, podendo-se citar suas

enzimas modificadoras e suas proteinas de liga¢ao (Tafur; Torres; Villegas, 2011).

Tabela 2. Efeito modulador do 6leo essencial de Ocotea catharinensis em combina¢do com antibidticos aminoglicosideos,
beta-lactamicos e fluoroquilonas.

\

Antibioticos Escherichia coli ATCC Staphilococcus aureus ATCC Pseudomonas aeruginosa ATCC
10536 25923 27853
Control + EOOc Control + EOOcC Control +EOOC
Gentamicina 256 512 128 512 512 512
Penicilina 512 >1024 >1024 >1024 512 ~1024
Norfloxacina 512 512 512 512 512 512

A modulacdo com antibidticos frente a bactérias utilizando cepas de S. aureus, E. coli e
Pseudomonas, quando realizado com o antibidtico penicilina, demonstrou que a mesma apresentou
valor igual ou superior a 1024 pg/mL, provavelmente devido a algumas bactérias possuirem proteinas
receptoras de penicilina. Da mesma forma, quando testadas com os antibioticos Norfloxacina e
Gentamicina, o EOOc apresentou valores iguais a 512 pg/mL, onde, foi visto que o 6leo ndo teve
potencial sinérgicos com os antibidticos (Tabela 2).

A unido de produtos naturais com medicamentos alopaticos, geralmente apresenta atividade
modulatoria (Abreu et al., 2016), entretanto nas ultimas décadas as bactérias vém desenvolvendo
diversos mecanismos de defesa como, por exemplo, método de resisténcia transferivel, producao de
enzimas inativadoras de drogas, reducdo ou auséncia de canais proteicos responsaveis pelo transporte
de possiveis medicamentos, alteracdo em receptores, entre outros (Del Fio et al., 2000).

Infecgdes fungicas, causadas pelo género Candida sp, estdo cada vez mais presentes,

principalmente em pacientes hospitalizados, embora a Candia albicans seja a maior responsavel pela

) Knowledge Integration: A Multidisciplinary Approach to Science
ANALISE GC-MS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL DE Ocotea catharinesis MEZ
(LAURACEAE)



\

maioria das patologias, espécies como Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata,
tornaram-se comuns (Fernandes, 2020).

Diversos estudos que mostram resisténcia das espécies de candida ao fluconazol, principal
antifingico usado contra infecgdes causadas por essas cepas. Dessa forma, substancias de origem
natural, principalmente 6leos essenciais, estdo sendo bastante estudados nos tltimos anos em relagao
a sua atividade antifungica (Vieira; Santos, 2017).

Quando testado contra cepas fungicas de Candida albicans e Candida tropicalis o 0leo

essencial de O. catharinesis, isoladamente, ndo se mostrou efetivo (Figura 1).

Figura 1. Efeito antifungico do 6leo essencial de Ocotea Catharinensis isolado ou em combinagdo com fluconazol. CA:
Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: National Institute for Quality Control in Health; FCZ: Fluconazole;
EOOQc: Essential Oil of O. catharinensis

CA INCQS 40006 CT INCQS 40042

1254
1254
1004
-§ =
B BN
-
V % D L0 D >N
VD % D LA DD LD W WS AN T
YACIP IS orez SRS TR
Concentration (ug/mL) * EOOc Concentration (ug/mL)

# FCZ+ EOOc¢

O potencial modulador do produto quando associado ao medicamento de uso antimicoético,
fluconazol, contra as cepas de Candida mostrou-se possuir efeito antagonico. Entretanto, contra as
cepas de Candida tropicalis foi possivel notar atividade moduladora com concentragdes menores que
a droga testada. Este efeito sinérgico pode ser analisado de acordo com a curva de viabilidade das

cepas fungicas (ICso) (Tabela 3).

Tabela 3: Valores da concentragdo inibitoria de 50% (ICso) do 6leo essencial de Ocotea catharinensis contra cepas de
Candida albicans e Candida tropicalis.

1Cs0 pg/mL
Produto CA INCQS 40006 CT INCQS 40042
Fluconazole (FCZ) 10.65 + 0.029 284.38 £ 0.022
OEOc >4096 +0.038 >4096 +0.011
OEOc + FCZ 44.71+£0.018 29.42 £ 0.042*

* ICso valores com diferenga estatisticamente significativa (p < 0,01) quando comparado ao antifungico comercial
fluconazol (FCZ).
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Os oleos essenciais sdo compostos aromaticos obtidos de plantas, dando as eles potenciais
complexos, dificultando a associacdo da atividade antifungica com o seu possivel composto bioativo
(Naeem et al., 2018). Estudos mostram que esse tipo de atividade pode estar relacionado a presenca
do limoneno, composto de baixa toxicidade, com presente potencial antifungico (Yu et al., 2022).
Nesse sentido, a participacao de alguns desses metabolitos secundarios pode interferir em varias rotas
metabolicas ou em diferentes reagdes enzimaticas, o que explicaria a sua facil interagdo com o
antibidtico (Junior & Pastore, 2007). Além disso, podem, também, agir diretamente na membrana
plasmatica do patégeno, provocando alteragdes morfologicas e estruturais (Ahmad et al, 2010), atuar
em enzimas eletroliticas causando o extravasamento celular (Darvishi et al, 2013) dentre outros
métodos essenciais para a sobrevivéncia do fungo.

Dessa forma, a antibioticoterapia combinada com agentes naturais pode trazer beneficios, como
a reducao da toxicidade, efeitos colaterais, dose minima eficaz e reducdo dos custos do tratamento,
através do seu bloqueio de mecanismos de comunicagdo celular, formacao de biofilmes ou ainda na

produgdo de micotoxinas (Nazzaro et al., 2017).

4 CONCLUSAO

Os resultados mostram o potencial do 6leo essencial da Ocotea catharinesis Mez como efeito
modulador antifingico frente as cepas de Candida tropicalis, cujo a atividade pode estar relacionada
com um de seus compostos majoritarios, o limoneno, que mostra ser um potencial antifingico quando

isolado. Tais dados segurem que o 6leo essencial possui metabolitos bioativos antimicrobiano.
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