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RESUMO

As infec¢bes por bactérias provocam 25% das mortes em todo o mundo e 45% nos paises menos
desenvolvidos. Tal situacdo, muitas vezes, é consequéncia da resisténcia bacteriana. O Vaccinium
macrocarpon, conhecido como Cranberry, faz parte da familia Ericaceae, as proantocianidinas do
tipo A séo as principais responsaveis pela atividade antibacteriana dessa planta, ja que inibem a
adesdo das bactérias uropatogénicas ao trato urinario, principalmente a Escherichia coli. O
Origanum vulgare, Orégano, é uma planta da familia Labiatae, compostos fendlicos como carvacrol
e timol sdo apontados como responsaveis pelas propriedades antimicrobianas da erva, por se
tratarem de moléculas hidrofébicas que modificam a estrutura da membrana celular dos
microrganismos, causando a morte celular. Foi realizado um estudo experimental e quantitativo,
com o objetivo de analisar in vitro a atividade antimicrobiana do extrato de Cranberry e do 6leo
essencial de Orégano frente a cepa de Escherichia coli, expressando os dados por meio de
planejamento fatorial. Os efeitos combinados do orégano com Tween 80 (BC) foram preponderantes
para reducdo na contagem de unidades formadoras de coldnias para cepa Escherichia coli ATCC
8739. Dos efeitos isolados analisados (A) Concentragio de Cranberry, (B) Oleo essencial de
Orégano e (C) concentracdo de Tween 80, foi possivel observar que apenas o 6leo essencial de
orégano e o Tween 80 apresentaram efeitos isolados significativos.

Palavras-chave: Cranberry, Orégano, Escherichia coli, Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

Bacterial infections cause 25% of deaths worldwide and 45% in less developed countries. Such a
situation is often a consequence of bacterial resistance. Vaccinium macrocarpon, known as
Cranberry, is part of the Ericaceae family, proanthocyanidins type A is the main responsible for the
antibacterial activity of this plant since they inhibit the adhesion of uropathogenic bacteria to the
urinary tract, mainly Escherichia coli. Origanum vulgare, Oregano, is a plant of the Labiatae family,
phenolic compounds such as carvacrol and thymol are pointed out as responsible for the
antimicrobial properties of the herb because they are hydrophobic molecules that modify the
structure of the cellular membrane of microorganisms, causing cellular death. An experimental and
quantitative study was conducted in the purpose of analyzing in vitro the antimicrobial activity of
Cranberry extract and the essential oil of oregano in front of the strain of Escherichia coli,
expressing the data using factorial planning. The combined effects of oregano with Tween 80 (BC)
were preponderant for the reduction in the count of colony-forming units for Escherichia coli strain
ATCC 8739. From the isolated effects analyzed (A) Cranberry Concentration, (B) Oregano
Essential Qil, and (C) Tween 80 concentration, it was observed that only oregano essential oil and
Tween 80 presented significant isolated effects.

Keywords: Cranberry, Oregano, Escherichia coli, Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Em 1928, Alexander Fleming descobriu a penicilina, um antibidtico amplamente utilizado
durante a Segunda Guerra Mundial pelo exército americano, que rendeu a Alexander o prémio Nobel
em 1945 e mudou totalmente o cenario da ciéncia, visto que a partir da descoberta, milhdes de
pessoas foram curadas e notou-se um maior incentivo a pesquisa e a producdo industrial de
antibioticos (PEREIRA; PITA, 2005).

Os antibidticos sao substancias que podem inibir o crescimento bacteriano, mantendo as
bactérias na mesma fase estacionaria (ag¢ao bacteriostatica), e destruir uma colonia de bactérias (acao
bactericida). De acordo com os mecanismos de a¢do, sdo divididos em: inibidores da sintese de
folato, inibidores da sintese da parede celular, agentes da membrana celular bacteriana, inibidores
da sintese proteica e os agentes do metabolismo bacteriano (KATZUNG et al., 2013).

E indiscutivel a importincia dos antibidticos no controle das infecgdes bacterianas,
entretanto o uso indiscriminado dessa classe de medicamentos ¢ uma realidade no meio ambulatorial,
hospitalar e at¢ mesmo doméstico. Tal conduta favorece a resisténcia dos microrganismos a essas
substancias e dificulta cada vez mais o tratamento de patologias causadas por agentes bacterianos,
sendo um risco a saude do individuo afetado e um elevado gasto com saude pelo sistema publico e
privado (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

Uma alternativa para o tratamento de infecgdes bacterianas ¢ o uso da fitoterapia. Segundo
a RDC n° 26/2014, medicamentos fitoterapicos sdo aqueles provenientes exclusivamente de
matérias-primas ativas vegetais, com seguranga e eficacia comprovadas por meio de evidéncias
clinicas. Algumas vantagens da sua utilizagdo sdo: diminuicao dos efeitos colaterais, menor preco,
maior tolerancia do paciente e adesdo ao tratamento (ALMEIDA, 2017).

O cranberry (Vaccinum macrocarpon) ¢ uma fruta vermelha, originaria da América do Norte,
de sabor azedo, cultivada em florestas imidas. Trata-se de uma matéria-prima vegetal de facil acesso,
apontada como nova alternativa para prevengdo e até controle de infecgdes uroepiteliais (SIMOES;
DE SOUZA, 2019).

Na década de 1980, estudos in vitro apontaram que o cranberry possuiu atividade inibitoria
em cerca de 80% da aderéncia bacteriana no urotélio. Ademais, possui uma substancia antioxidante
com 20 vezes mais poténcia que a vitamina C e 50 vezes mais potente que a vitamina E, chamada
proantocianidina tipo A (GIRAO; LORENZETTI; SIMOES, 2011).

O orégano (Origanum vulgare) € uma erva utilizada como tempero na culinaria, seu 6leo
essencial € composto predominantemente por fendis, como carvacrol e timol. Esses compostos sdo

responsaveis por lesar as membranas plasmaticas lipidicas das bactérias, impossibilitando a divisdo
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celular e desidratando as células (ARAUJO; LONGO, 2016).

O objetivo geral deste estudo ¢ analisar in vitro a atividade antimicrobiana do extrato de
Cranberry e 6leo essencial de Orégano frente a cepa de Escherichia coli, comparando a atividade
antimicrobiana, frente a essa bactéria, de formulagdes contendo extrato de Cranberry, 6leo essencial
de Orégano e Tween 80, variando as concentragdes de cada componente e analisando a interagao
entre eles, além de medir o pH das formulagdes e expressar os resultados por meio de analise

estatistica.

2 METODOLOGIA
2.1 TIPO DE ESTUDO:

O estudo ¢ do tipo experimental, ja que foi realizado em laboratdrio através de analise in
vitro dos objetos de estudo, selecionando as varidveis capazes de influencia-los e observando seus

efeitos, também ¢é do tipo quantitativo, pois os dados foram traduzidos através de estatistica

(FONTELLES et al., 2009).

2.2 LOCAL DA PESQUISA:

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Controle de Qualidade Microbiologico da
INFAN/HEBRON® — Indtstria Farmacéutica Quimica Nacional, localizada na cidade de Caruaru-
PE.

2.3 MATERIAIS UTILIZADOS:
O extrato seco de Cranberry foi adquirido da farmacia de manipulacdo Perfecta®, situada
em Caruaru-PE, o 6leo essencial de Orégano, adquirido via internet da empresa FERQUIMA® e o

Tween 80 serd doado por um dos colaboradores da pesquisa.

2.4 CEPA MICROBIANA:
A cepa de Escherichia coli foi doada pelo Laboratorio de Controle de Qualidade

Microbioldgico da INFAN/HEBRON®.

2.5 MEIO DE CULTURA:
O meio de cultura utilizado foi o Agar Mueller-Hinton, doado por um dos colaboradores da

pesquisa. O método de diluicdo do meio seguiu de acordo com o fabricante.
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2.6 PREPARACAO DO INOCULO:
Foram utilizados 20 ml do meio Agar Mueller-Hinton para semear a cepa de E. coli, sendo
inoculada a 37°C por 24 horas em estufa bacterioldgica. Apds esse periodo, com o auxilio de um

swab, as coldnias foram transferidas para um tubo Falcon contendo solug¢do de salina 0,9% até a

turvacao 0,5 de Mcfarland (1,5 x 108 UFC/ml) (CSLI, 2006).

2.7 PREPARACOES DAS EMULSOES:

As preparacdes das emulsdes e das fragdes para analise antimicrobiana foram realizadas
baseadas no estudo de SILVA; SILVA, VASCONCELQOS, 2020. Sendo manipuladas 10 emulsdes de
acordo com a tabela 1, gerada a partir do Minitab 17, ja que o planejamento fatorial utilizado foi do

tipo 2* € o ponto central foi feito em duplicata, para permitir calcular o erro do experimento.

Tabela 1- Planejamento fatorial dos sistemas emulsionados

1 -1 1
2 1 -1
3 -1 -1 1
4 -1 -1 -1
5 0 0 0
6 -1 1 -1
7 0 0 0
8 -1 1 1
9 1 1 1

-
o
-
1
o
'
[N

Fonte: Autores.

As concentragdes para o Cranberry foram estabelecidas de acordo com a taxa de
proantocianidinas (PACs), sendo considerada como “-1” (Minima) 0,36% de PACs; “0” (Média)
0,54% de PACs ¢ “1” (Maxima) 0,72 de PACs, baseadas no estudo de CHIAVINI et al., 2019. Foi
produzida uma solu¢do-mae em propor¢ao 1:1 com 10 g de extrato de Cranberry em meio
hidroalcoolico, sendo retirados 2 mL para as formulagdes com concentracdo maxima, 1,5 mL para
média e 1 mL para minima.

A concentragdo maxima do 6leo de Orégano foi considerada como 1,5% (0,150 pL), a média

como 1,12% (0,112 pL) e a minima como 0,75% (0,075 pL), de acordo com os estudos de REIS et

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p.70057-70069,sep. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

al., 2020, CAMARGO; KOBAYSHI, 2015 e LEE; KIM; LEE, 2017. A concentracdo maxima do
Tween 80 foi de 150 mg, a média de 77,5 mg e a minima de 5 mg. Cada emulsdo foi homogeneizada

no vortex.

2.8 PREPARACOES DAS FRACOES PARA ANALISE ANTIMICROBIANA:

Foram separados 10 tubos para a concentragio 10! e 10 tubos para 10%. Para a concentragio
numero 1, em cada tubo foram colocados 9 mL de agua destilada estéril, a cepa de acordo com a
escala de McFarland (0,5) e 1 mL de cada emulsdao manipulada. Para a concentragao niimero 2, foi
realizado o mesmo procedimento descrito acima, s6 que com a cepa em escala de McFarland (1).

Ap6s isso, foi realizado o método de incorporagdo em placa, separando-se 42 placas de petri.
Foi inserido 1 mL de cada fragdo para a concentragao numero 1 em 20 placas e 1 mL de cada fragao
das concentragdes de nimero 2 em 20 placas. Em seguida, 20 mL de 4gar Mueller Hinton foram
inclusos nas placas preparadas anteriormente, utilizando o método de Pour-Plate.

Para o controle positivo foi colocado 1 mL da bactéria de acordo com as respectivas escalas
de McFarland e 20 mL de 4gar Mueller Hinton; para o controle negativo, 20 mL de dgar Mueller
Hinton. As placas foram invertidas e colocadas em estufa a 37°C por 24 hrs para contagem de
colonias.

Cada emulsao foi colocada em microscopio dptico para ser visualizada. O pH foi medido
utilizando fita reagente. Como o extrato de Cranberry apresentou-se em coloragdo muito forte, foi

necessario produzir solugdes a 10% de cada emulsdo em meio hidroalcoolico para ler os resultados.

2.9 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados utilizando software Minitab 17.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, podemos observar que os efeitos combinados do orégano com Tween 80 (BC)
foram preponderantes para redu¢do na contagem de unidades formadoras de colonias para cepa
Escherichia coli ATCC 8739. Dos efeitos isolados analisados (A) Concentracao de Cranberry, (B)
Oleo essencial de Orégano e (C) concentragio de Tween 80, podemos observar que apenas o 6leo
essencial de orégano e o Tween 80 apresentaram efeitos isolados significativos. Os efeitos sinérgicos
dos elementos estudados sdo preponderantes aos efeitos isolados, pois um componente pode
influenciar no mecanismo de a¢do do outro constituinte.

O Tween 80 ¢ amplamente utilizado como emulsificante em formulagdes, entretanto outra

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p.70057-70069,sep. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

funcionalidade vem sendo apontada para esse componente, trata-se da diminui¢do das taxas de
viabilidade e crescimento, e a inibicdo da formacdo de biofilme de alguns patogenos, incluindo
Escherichia coli (NIELSEN et al., 2016).

A capacidade antimicrobiana do 6leo essencial a base de Origanum vulgare (EUO), livre ou
microencapsulado diluido com 10% (v/v) Tween 80, foi testada contra bactérias patogénicas
(Salmonella sp., Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas fragi, Lactobacillus plantarume e
Micrococcus luteus). O composto na forma livre foi menos eficaz na inibicdo do crescimento
bacteriano, o que pode ser atribuido ao aumento da solubilidade e biodisponibilidade

(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2014).

Figura 1 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para contagem de fundo de E. coli ATCC 8739

Term 1,273
T

Fator MNome

-~ Cranberry (mL})
B

i

Orégano [pl)
Tween [pL)

0.0 0.5 1,0 15 2,0 2,5 3.0
Efeitos Padronizados
(Resposta para: Contagem; o = 0,25)

Fonte: Autores.

Na figura 2, observa-se o grafico da analise dos efeitos isolados para as substancias que
apresentaram maior significancia quanto a reducdo da contagem de microrganismos. O oleo
essencial de orégano apresentou maior impacto. J4 o Tween 80 apresentou um efeito neutro, ndo
influenciando diretamente na reducdo da contagem.

No trabalho realizado por Silva, Silva e Vasconcelos, 2020, foi observado que a utilizagao
do Tween 80 influenciava de forma inversa, quanto maior sua concentra¢cdo, menor o nimero da
reducdo da contagem de microrganismos. Baseado em outros estudos, os autores ainda apontaram
que o Tween 80 por si s6 ndo apresentava atividade antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007).

No estudo de SOUZA et al., 2016, o extrato de Cranberry foi utilizado na concentragao de
64 mg/mL de proantocianidinas (PACs) e inibiu Escherichia coli na escala de 1 McFarland (3,0 x

108 UFC/mL). No trabalho de CHIAVINI et al., 2019, o extrato da planta, na concentragio de 5,03%
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das PACs, inibiu 0,1 x 10® CFU.mL de um isolado de E.coli resistente a seis antibidticos. No
presente estudo, a bactéria na escala padronizada de 0,5 McFarland (1,5 x 10% UFC/mL) foi
totalmente inibida por todas as formulagdes, utilizando-se extrato padronizado de concentragao
igual a 36 de PACs.

CAMARGO; KOBAYSHI, 2015 comparou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
orégano da Ferquima® contra E. coli CR 131. Na concentragdo de 0,06%, o 6leo eliminou a cepa
em 10 minutos. No estudo de REIS, 2020, a bactéria foi inibida pelo 6leo na concentragao de 1,0%
a 4,0%. Neste estudo, o 6leo essencial da Ferquima® inibiu totalmente a E.coli em 24 horas na
escala de 0,5 MacFarland, em concentracdo minima de 0,75%.

Comparando os resultados entre estudos envolvendo Cranberry e Orégano, ¢ possivel
observar que a concentracao minima de 6leo essencial capaz de inibir a bactéria em estudo € menor,
comparada as concentracdes de PACs do Cranberry, levando em consideragdo as concentragdes de
PACs utilizadas nas formulagdes, provenientes da solugdo-mae. O fato de o Orégano ter sido
utilizado na forma de 6leo essencial, que ¢ uma forma mais pura, € o Cranberry na forma de extrato

seco, também pode ter influenciado no melhor desempenho do primeiro.

Figura 2 - Grafico dos efeitos principais isolados para contagem de fundo de E. coli ATCC 8739

Efeitos Principais
Meédias Ajustadas

COregano (pl) Tween (L)

Média de Contagem

-100

=200

1,000 1,000 10 10

Fonte: Autores.

Na figura 3, observou-se que associando o 6leo essencial de orégano e Tween 80 houve
efeito combinado, o que ratifica o resultado apontado na figura 1, isto ¢, apesar do Tween 80 nao
apresentar efeito antimicrobiano isoladamente, quando na presenca do o6leo de orégano, acabou

auxiliando na redu¢do da contagem de microrganismos.
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Figura 3 - Gréfico de interagdes para contagem de fundo de E. coli ATCC 8739
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Fonte: Autores.

Equacao de regressdo para contagem de microrganismos:

Contagem de microrganismos = -13,37 +186,3 Orégano (uL) +0,1529 Tween (uL)
- 1,695 Orégano (uL)*Tween (uL)

A equacdo de regressdo auxilia a prever o comportamento da contagem de microrganismos
quando submetidos a concentragdo dos componentes que apresentaram efeito significativo
estatistico. O resultado da analise de regressao apresentou R?= 67,09% com R?*(adj) = 50,64% que

ajuda a explicar o comportamento dos dados do modelo.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p.70057-70069,sep. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

Figura 4 — Fotos das formulagdes em microscopio optico

Formulacdo 7

Formulacdo 9

Formulacdo 10
Fonte: Autores.

O pH de todas as formulagdes se manteve entre 2,0 € 4,0. O mecanismo de acao do Vaccinium
macrocarpon ¢ atribuido pela conversao do acido benzoico em acido hiptrico, que diminui o pH da

urina, levando a bacteriostase (ROLLO, 2014).

4 CONCLUSAO
De acordo com os resultados, foi possivel notar a potencial atividade antimicrobiana do

cranberry e do orégano em relagdo a Escherichia coli, principal patégeno envolvido em infec¢des
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do trato urindario. O efeito do orégano na inibi¢do foi mais significativo, o que pode ter ocorrido pelo
fato de ser utilizado na forma de 6leo essencial e em consideragdoes consideravelmente altas, de
acordo com os estudos relacionados. Foi observado também um sinergismo entre o orégano € o
tween 80, apesar desse ultimo ser apontado apenas como agente emulsionante em alguns estudos.
Para avaliar melhor os potenciais dos ativos, sdo validas novas andlises, principalmente com
concentragdes mais altas de PACs no extrato de Cranberry e aplicando formulagdes que anulem a
presenca de um dos componentes, para que seja possivel avaliar a capacidade inibitéria, de cada

ativo isoladamente, frente a E.coli.
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