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Resumo

Mecanismos de A¢do Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas

Condimentares de Familia Lamiaceae

Y

No presente estudo procedeu-se a caracterizagdo quimica e avaliacdo da
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de sete espécies de plantas aromaticas
autéctones da regido do Alentejo, nhomeadamente: Calamintha nepeta, Lavandula
stoechas subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, Mentha pulegium,

Mentha spicata e Origanum vulgare subsp. virens.

Os Oleos essenciais em estudo apresentaram uma composigdo quimica
diversificada, rica em monoterpenos oxigenados e revelaram um largo espetro de agao
antimicrobiana, com capacidade inibitéria do crescimento bacteriano de estirpes
gram-positivas e gram-negativas. Observou-se também o efeito sinergético e/ou aditivo
de misturas de dois Oleos essenciais com elevada diminuicdo dos valores de
concentragdo minima inibitéria. As misturas de 0leos essenciais mais promissoras foram
as de C. nepetal/L. pedunculata, C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as
quais apenas ndo demonstraram efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Os
Oleos essenciais estudados apresentaram alta toxicidade face a Artemia salina, com
valores de CLspo compreendidos entre 35,0 e 213,6 mg/mL e baixa toxicidade quando

administrados por via oral a murganhos (DLso > 2000 mg/kg).

O elevado potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais das plantas aromaticas
condimentares em estudo sugere a sua potencial aplicacdo na industria alimentar como
preservantes de alimentos bem como nutracéuticos e o seu estudo na industria
farmacéutica, no sentido de avaliar a sua toxicidade para mamiferos e definir a dose

terapéutica segura.

Palavras-chave: Plantas aromaticas condimentares, O6leos essenciais, atividade

antimicrobiana, composicdo quimica, efeito sinergético.




Abstract

Mechanisms of Antimicrobial Action of Essential Oils of Condiment Plants of
Lamiaceae Family

In the present study the chemical characterization and evaluation of the
antimicrobial activity of essential oils of seven species of autochthonous aromatic plants
of the Alentejo region was performed, namely: Calamintha nepeta, Lavandula stoechas
subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis, Mentha pulegium, Mentha

spicata and Origanum vulgare subsp. virens.

Essential oils presented diverse chemical composition, rich in oxygenated
monoterpenes and revealed a broad spectrum of antimicrobial action, with inhibitory
capacity for bacterial growth of gram-positive and gram-negative strains. The synergistic
and/or additive effect of mixtures of two essential essential oils was also observed, with
a high decrease in the minimum inhibitory concentration values. The most promising
essential oils mixtures were C. nepeta/L. pedunculata, C. nepeta/M. spicata and L.
pedunculata/M. pulegium, which only showed no synergistic effect against one bacterial
strain. Essential oils studied presented high toxicity to Artemia salina, with LCso values
between 35.0 and 213.6 mg/mL and low toxicity when administrated orally to mice
(LDso > 2000 mg/kg).

The high antimicrobial potential of the essential oils of the spice aromatic plants
under study suggests their potential application in the food industry as food preservatives
as well as nutraceuticals and their study in the pharmaceutical industry, in order to

assess their toxicity to mammals and to define the safe therapeutic dose.

Keywords: Flavouring aromatic plants, essential oils, antimicrobial activity, chemical

composition, synergistic effect.
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1. Problemaética

As plantas arométicas medicinais sdo uma fonte de compostos bioativos,
provenientes do seu metabolismo secundario, a maioria com atividade farmacoldgica
relevante e toxicidade reduzida para os mamiferos quando comparados com O0s
farmacos de sintese (Bakkali et al., 2008; Bernhoft, 2010). A composi¢cao quimica
complexa dos Oleos essenciais confere-lhes propriedades antimicrobianas unicas,
caracterizadas pela utilizagdo de diversos mecanismos de acdo em simultaneo,

evitando o quorum sensing bacteriano e resisténcia microbiana (Nazzaro et al., 2013).

Perante o crescente numero de bactérias patogénicas resistentes a farmacos
obtidos por sintese quimica, tem aumentado o interesse na utilizacdo de farmacos de
origem natural que nao provoquem mecanismos de resisténcia bacteriana. Esta
probleméatica tem desenvolvido um crescente impacto a nivel social e econémico, o que
leva & investigagdo de novos principios ativos e de formulagfes eficazes no combate de
microrganismos resistentes, sendo esta uma prioridade ao nivel mundial (Tacconelli et
al., 2017).

Os oOleos essenciais constituem uma alternativa na terapéutica de patologias
infetocontagiosas. As mistura de 6leos essenciais pode resultar na aquisicdo de novas
caracteristicas, consequente do efeito sinergético entre os mesmos. Assim, é possivel
estabelecer formulagdes de misturas de 6leos essenciais eficazes a uma elevada gama

de microrganismos patogénicos (Bassolé & Juliani, 2012; Espina et al., 2013)

O Alentejo é uma regido extremamente rica em plantas aromaticas, muitas das
quais utilizadas pela populagdo local como condimentos alimentares, assim como na
pratica tradicional para a prevencao e tratamento de algumas patologias causadas por
microrganismos. Face ao exposto, e tendo em consideracdo a diversidade quimiotipos
de Oleos essenciais relativamente as diferentes espécies de plantas aroméaticas e a
distribuicdo geografica das mesmas, neste estudo selecionaram-se sete espécies de
plantas aromaticas medicinais da familia Lamiaceae, nomeadamente, Calamintha
nepeta, Lavandula stoechas subsp. luisieri, Lavandula pedunculata, Lavandula viridis,
Mentha pulegium, Mentha spicata e Origanum vulgare subsp. virens. Neste estudo,
pretendeu-se avaliar 0 seu potencial antimicrobiano de modo a valorizar o potencial de
aplicacdo fitoterapéutico destas plantas frequentemente usadas como plantas
condimentares na Dieta Mediterrdnica e validar cientificamente as propriedades
medicinais destes 0leos essenciais, com vista a sua futura aplicagdo como agentes

nutracéuticos e/ou fitoterapéuticos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo quimica e a
avaliacdo do potencial antimicrobiano de 6leos essenciais de plantas aromaticas
autoctones do Alentejo, nomeadamente, Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula
stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.)
(Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum

vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens.

Neste sentido, procedeu-se a caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais com
vista a correlacionar o seu potencial antimicrobiano com o0s seus constituintes.
Inicialmente foi efetuado um screening da atividade antimicrobiana recorrendo a ensaios
em meio soélido. Posteriormente, pretendeu-se caracterizar o potencial antimicrobiano
dos Oleos essenciais através de ensaios em meio liquido. O efeito sinergético entre os
Oleos essenciais foi também estudado, recorrendo a ensaios em meio liquido. A
alteracdo da atividade que ocorre entre os 6leos essenciais foi também avaliada por
citometria de fluxo. A toxicidade dos 0Oleos essenciais foi também estimada através de
ensaios de letalidade em Artemia salina e estudos in vivo com a administragéo oral em

ratinhos Swiss.

2.2. Objetivos especificos

Neste trabalho foram objetivos especificos:

- Proceder & extragdo dos 6leos essenciais das plantas aromaticas medicinais em
estudo através de hidrodestilacdo utilizando um equipamento tipo Clevenger, com

determinac&o do rendimento de extracdo dos mesmos;

- Caracterizar os 0leos essenciais fisicamente através da determinacédo do indice de

refracdo e da densidade;

- Caracterizar os 0leos essenciais quimicamente por cromatografia gasosa com detetor

de ionizagédo de chama (GC-FID);
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- Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais face a estirpes bacterianas
patogénicas gram-positivas e gram-negativas, utilizando os métodos de difusdo em
meio solido e de microdiluicio em meio liquido, com determinacdo da concentracao

minima inibitéria (CMI) e da concentracdo minima bactericida (CMB).

- Avaliar o efeito sinergético entre os 6leos essenciais face as estirpes bacterianas em
estudo, utilizando métodos de microdiluicio em meio liquido, com determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI), da concentragdo minima bactericida (CMB) e do

indice de concentracéo inibitéria fracionada (FIC);

- Caracterizar o efeito sinergético entre os 6leos essenciais através de ensaios de

citometria de fluxo;

- Avaliar a letalidade dos 6leos essenciais em Artemia salina com determinacéo do valor
de Clsg;

- Avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais em ratinhos Swiss com determinacdo do
valor de DLsy.
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3. Introducéao

3.1. Plantas aromaticas medicinais

As plantas arométicas medicinais (PAMs) apresentam a capacidade de
biossintese de compostos bioativos com diversas aplicagcdes medicinais (Huie, 2002).
As PAMs sao frequentemente encontradas na regido Mediterranicas, onde sao
tradicionalmente utilizadas como condimentos e conservantes alimentares (Mata et al.,
2007). Estas encontram-se divididas por diversas familias, nomeadamente, Alliaceae,
Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae e Rutaceae (Raut &
Karuppayil, 2014).

A utilizacdo destas plantas com fins medicinais é registada desde a antiguidade
e o0 conhecimento da aplicabilidade de cada PAM foi transmitido as geragfes seguintes
(Petrovska, 2012). Posteriormente, diversos fitoquimicos isolaram e caracterizaram

compostos bioativos das PAMs utilizados como farmacos (Balunas & Kinghorn, 2005).

3.2. Processos metabdlicos nas plantas

Os compostos bioativos sdo definidos como metabolitos secundarios,
sintetizados em cada planta em resposta as necessidades da mesma (Azmir et al.,
2013). As PAMs sdo distinguidas das restantes plantas pelas suas propriedades
farmacologicas, atribuidas a acumulagdo dos seus compostos bioativos com
propriedades fisiol6gicas notérias (Lovkova et al., 2001). Os compostos bioativos das
PAMs, caracterizados pela sua estrutura complexa, sdo sintetizados como moléculas
de comunicacdo e de defesa. A biossintese destes compostos ocorre em estruturas
secretoras da plantas, e. g., nos tricomas glandulares, cavidades secretoras e ductos

de resinas (Pavela & Benelli, 2016).

Os compostos bioativos sdo maioritariamente biossintetizados através de duas
vias metabolicas, nomeadamente, via metabdlica do acido chiquimico e a via metabdlica
do acido mevalénico (Pauli & Schilcher, 2010). Alguns autores consideram as vias

metabdlicas do acido malbnico e via metabdlica do metileritritol fosfato (MEP)
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igualmente importantes na biossintese de compostos bioativos. Os compostos bioativos
resultantes destas vias sado divididos em trés principais classes, designadamente,
compostos terpénicos, alcaloides e compostos fendlicos (Azmir et al., 2013). As vias
metabdlicas originarias das trés principais classes de compostos encontram-se
esquematizadas na Figura 1.
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Figura 1 Esquema simplificado das vias metabodlicas de biossintese das trés principais classes de
compostos bioativos presentes nas plantas aromaticas medicinais (Adaptado de Azmir et al., 2013).

A atividade antimicrobiana de varios Oleos essenciais (OEs) é atribuida a
presenca de terpenos devido ao seu caracter lipofilico, juntamente com o carater
hidrofilico de alguns dos seus grupos funcionais (Koroch et al., 2007). Os terpenos sao
compostos caracterizados pela sua constituicdo em diversas unidades isopreno (Cs),
formados pela juncédo de unidades de pirofosfato de isopentenilo (IPP). Os terpenos sdo
resultantes de duas vias metabdlicas, nomeadamente, a via do &cido mevalénico e a via
MEP. A via do acido mevaldnico € iniciada pela ligacdo de trés moléculas de acetil-CoA,
resultando na formacgdo de acido mevaldnico. Posteriormente, o 4cido mevalénico é
pirofosforilado, descarboxilado e desidratado, resultando em difosfato de isopentenilo

(IPP?). O IPP é também biosintetizado pela via metabdlica MEP, a qual é definida por
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um ciclo fotossintético constituido por um conjunto de reac¢des de reducao de carbono
(Chen et al., 2011, Taiz & Zeiger, 2010).

O acido chiguimico € sintetizado a partir de fosfoenolpiruvato e eritrose 4-fosfato,
através da via metabdlica da glicélise e da via metabdlica das pentoses-fosfato. Este
composto sintetiza aminoacidos aromaticos, 0os quais sédo percursores da formacao de
alcaloides (Taiz & Zeiger, 2010).

Os compostos fendlicos, resultantes da via metabdlica do acido chiquimico ou
pela via metabdlica do acido malénico, sdo compostos com elevado potencial
antimicrobiano (Zhu et al., 2004). Nas plantas, a via metabdlica do acido chiquimico
sintetiza a maioria dos compostos fendlicos. Este processo € iniciado pela remogéo do
grupo amina do aminodcido fenilalanina, originando acido cindmico. Posteriormente,
ocorre a adicdo de varios constituintes, como os grupos hidroxilo, formando os

compostos fendlicos (Taiz & Zeiger, 2010).

3.3. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo originados no metabolismo secundario das plantas
aromaticas, condimentares e medicinais (PAMs), constituidos por uma mistura
complexa de diversos compostos de baixo peso molecular, caracterizados por dois a
trés componentes em concentragfes relativamente elevadas (Bakkali et al., 2008;
Teixeira et al., 2013). Os OEs sao maioritariamente constituidos maioritariamente por
terpenos, sendo, maioritariamente constituidos por monoterpenos hidrocarbonados e
oxigenados, mas podendo ter também quantidades elevadas de sexquiterpenos
hidrocarbonados e/ou oxigenados, consoante as espécies aromaticas e as condicées

edafo-climatéricas (Saljoughian et al., 2017).

A formacdo dos OEs € dependente do estado de diferenciacdo do tecido
secretorio, bem como da fase ontogenética da planta. Assim, ocorre uma variabilidade
intraindividual, onde cada parte da PAM pode produzir um OE com constituicao diferente
(Pauli & Schilcher, 2010). Adicionalmente, observa-se a variabilidade intraespecifica na
composi¢do quimica do OE devido a fatores como localizacdo geografica ecotipo da
PAM, nutricdo, utilizacdo de fertilizantes, clima, variacdo sazonal, stress e modo de

tratamento do material vegetal apos a colheita (Raut & Karuppayil, 2014). Assim, a
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avaliacdo da variabilidade quimica de cada OE e de quais as suas propriedades
biolégicas é crucial na utilizacdo dos OEs como fitofarmacos ou nutracéuticos de modo

sustentéavel (Hua et al., 2011).

z

Atualmente é registado um interesse crescente pela utilizagdo de OEs na
indastria farmacéutica e alimentar, devido as suas propriedades biologicas
reconhecidas, nomeadamente, propriedades antibacterianas, antissépticas, anti-
mutagénicas, antioxidantes e anti-inflamatérias. As caracteristicas de cada OE

encontram-se associadas com a sua funcdo na planta (Burt, 2004; Edris, 2007).

3.4. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os OEs séao reconhecidos pela sua atividade biol6gica e pela sua promissora
aplicabilidade como antimicrobianos naturais, constituindo uma alternativa aos farmacos
de sintese, frequentemente utilizados (Aggarwal et al., 2002; Bakkali et al., 2008). A
familia Lamiaceae é detentora de inUmeras PAMs com atividade antimicrobiana
moderada a extrema (Boukhebti et al., 2011; Bozin et al., 2006). Adicionalmente, varios
OEs séo conhecidos pelo seu potencial antimicrobiano face a microrganismos
resistentes a antimicrobianos de sintese, assim como, face a biofiimes (Raut &

Karuppayil, 2014).

Devido ao elevado nimero de compostos quimicos presentes em cada OE, a
sua acao antimicrobiana é atribuida a diversos mecanismos de acdo que atuam em
simultaneo (Talbaoui et al., 2012). Consequentemente, a mistura irregular de compostos
guimicos presente no OE ndo atua em alvos especificos da célula, prevenindo os
mecanismos microbianos de adaptacdo e/ou resisténcia ao OE (Sokovi¢ et al., 2013;
Zuzarte et al., 2012).

O modo de acdo dos OEs ainda ndo se encontra completamente conhecido
devido aos diferentes fendbmenos que estes causam nas células microbianas (Talbaoui,
et al.,, 2012). Na figura 2 encontra-se esquematizado o conjunto de mecanismos
antibacterianos mais comuns observados quando a bactéria € exposta a OEs. Varios
autores descrevem como principal mecanismo de acdo dos OEs a destabilizacdo da
membrana celular (Dagli et al., 2015; Raut & Karuppayil, 2014; Talbaoui et al., 2012). O

caracter lipofilico dos OEs é um fator importante na sua a¢ao antimicrobiana, uma vez
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que Ihes permite atravessar a membrana, podendo interagir com o contetdo intracelular
(Gutierrez et al.,, 2009). O modo de acao especifico € dependente da constituicao
gquimica dos OEs, bem como dos grupos funcionais das substancias que os constituem
(Dagli et al., 2015). De modo geral, os mecanismos de acdo dos OEs incluem a
deterioracdo da membrana, aumento da permeabilidade membranar, coagulacdo do
conteldo citoplasmatico, alteracBes ao nivel da bomba proténica, reducao do potencial
de membrana e perda do contetdo intracelular. Parte dos mecanismos de acédo dos
OEs podem ocorrer em consequéncia de outro mecanismo anterior, e.g., alteracdes
intracelulares ap6s mecanismos de deterioracdo da membrana (Burt, 2004; Nazzaro et
al.,, 2013). Adicionalmente, alguns OEs apresentaram também a capacidade de
destabilizar o sistema designado frequentemente por “quorum sensing” bacteriano, o
qual estd associado a reducdo da producdo de estimulos bacterianos e,
consequentemente, reduz a capacidade de o microrganismo se adaptar ao ambiente a

gque se encontra exposto (Nazzaro et al., 2013; Adonizio et al., 2006).
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Figura 2 Esquematizagdo dos mecanismos de agdo dos 6leos essenciais na célula bacteriana (Adaptado
de Nazzaro et al., 2013).

3.5. Sinergismo entre os 6leos essenciais

Diversos estudos relatam a singularidade dos OEs devido a sua constituicao

complexa caracterizada por variadas classes de compostos quimicos, 0s quais
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estabelecem intera¢des entre si, resultando em atividades biol6gicas mais eficazes do
gue os componentes maioritarios dos OEs quando aplicados isolados (Candy et al.,
2017; Lv et al., 2011). O principio do efeito sinergético assenta na interacdo entre dois
ou mais componentes causar um efeito biolégico superior ao somatério dos efeitos
biolégicos de cada componente em isolado, sendo este Ultimo desigando de efeito
aditivo (Harris, 2002). Quando se encontram em mistura, os OEs podem potenciar as
suas propriedades, assim como adquirir novas caracteristicas resultantes do sinergismo
entre 0os mesmos (Bassolé & Juliani, 2012). Assim, ao misturar dois OEs que
estabelecam efeito sinergético entre si € possivel diminuir a concentracao total de OE a

aplicar para atingir uma dose eficaz (Espina et al., 2013; Gutierrez et al., 2009).

Assim, numa mistura de OEs podem observar-se trés tipos de interagéo, tais
como, efeito aditivo, efeito sinergético e efeito antagonico. Estes efeitos séo igualmente
observados entre os componentes de um OE quando utilizado isolado (Bassolé &
Juliani, 2012). Ao nivel do potencial antimicrobiano, podem ainda distinguir-se trés
mecanismos de interagdo sinergética, nomeadamente, a agdo simultdnea em diversas
vias metabdlicas e/ou centros ativos, alteracdes farmacocinéticas ou fisico-quimicas e
inibicio de mecanismos de resisténcia a compostos antibacterianos. O efeito
antagonico dos OEs pode ser observado quando os componentes reduzem
acentuadamente o seu potencial antimicrobiano (Owen & Laird, 2018). Estudos sobre
as interacdes estabelecidas nos OEs indicam a ocorréncia de um efeito aditivo entre
OEs, quando os compostos apresentam uma estrutura quimica idéntica, o sinergismo
ocorre maioritariamente entre compostos fendlicos e o efeito antagénico é resultante da

interagdo entre monoterpenos oxigenados e ndo oxigenados (Bassolé & Juliani, 2012).

Segundo Rhind (2015), o efeito sinergético pode ainda ser classificado segundo
a constituicdo da mistura e a sua finalidade, designadamente, sinergismo horizontal e
sinergismo vertical. No sinergismo horizontal, a mistura é constituida por compostos
com grupos funcionais semelhantes com a finalidade de acentuar um efeito especifico.
Por outro lado, no efeito sinergético vertical, a mistura é constituida por diferentes
grupos funcionais, com vista a obter diversos efeitos biol6gicos. Esta ideologia é

especialmente Util para formulacdo de misturas a utilizar em aromoterapia.

Geralmente, a avaliacdo do efeito sinergético entre OEs é realizada através de
trés metodologias: ensaios checkerboard, métodos graficos e procedimentos time-kill.
No método checkerboard, o efeito sinergético é avaliado segundo a determinacdo do
indice de concentracao inibitéria fracionada (FIC). Este procedimento foi primeiramente

concebido para a avaliagdo do efeito sinergético entre farmacos e posteriormente tém
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surgido adaptacdes para a sua utilizacdo em 6leos essenciais. Consequentemente, 0s
valores de FIC tomados como referéncia tém igualmente sofrido adaptacfes, sendo este
facto um obstaculo na comparacao de resultados entre autores (Bassolé & Juliani, 2012;
Hyldgaard et al., 2012). Adicionalmente, alguns autores dividem o efeito sinergético em
duas classes, nomeadamente, efeito sinergético total e efeito sinergético parcial
(Gallucci et al., 2009; Mun et al., 2013; Timurkaynak et al., 2006). Na tabela 1 sdo
apresentadas oito classificacdes frequentemente utilizadas em estudos de efeito

sinergético de OEs e/ou compostos quimicos isolados de OEs.

Tabela 1 Interpretagdo do indice FIC segundo diferentes estudos realizados sobre o efeito sinergético
entre Oleos essenciais e/ou compostos isolados de dleos essenciais.

FIC

. Efe'to. Ef_e!to Indiferente  Antagonismo Referéncias
sinergético  aditivo
Grbi¢ et al., 2018;
Classificacéo 1 <0,5 05-1 21-4 >4 Nikkhah et al, 2017;
Bassolé et al., 2011;
Adrar et al., 2016;
Classificacéo 2 <0,5 0,5-<1 - >1 Knezevic et al., 2016;
Rosato et al., 2007,
Zengin & Baysal,
2014; Zore et al.,

Classificacéo 3 <05 05-4 - 24 2011: De Azeredo et
al., 2011;
Owen & Laird, 2018;
Classificacéo 4 <0,5 - 05-4 24 Vieira et al., 2017,
Magi et al., 2015;
Classificacdo 5 <0,75 0,75-1 21-4 24 Mun et al., 2013;
Gallucci et al., 2009;
Classificacéo 6 <0,75 0,75-2 - =2 Fadli et al., 2012;
Wang et al., 2018;
Romano et al., 2009;
Classificacéo 7 <0,9 09-11 - =211 Santiesteban-Lopez
et al., 2006;
Classificacéo 8 <1 ~1 - >1 Singh et al, 2000;
Classificacéo 9 <1 1 21-2 =2 Pei et al., 2009;

Apesar das diversas opinides sobre o efeito sinergético, este é escolhido entre
os autores de modo a descrever trés principios, designadamente, o decréscimo na
populacao microbiana é superior a 90%, a existéncia de uma diferenca significativa entre
0 potencial antimicrobiano dos componentes em isolado e os componentes em mistura
e em mistura é observado um decréscimo de 2-log UFC. O efeito sinergético pode

também ser confirmado através da curva descrita pela representacao grafica dos
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valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) de cada um dos componentes, o

isobolograma (Bassolé & Juliani, 2012).

3.6. Estirpes bacterianas patogénicas resistentes

O crescente numero de estirpes bacterianas resistentes a agentes
antimicrobianos limita a terapéutica disponivel para estas estirpes. Consequentemente,
as patologias provenientes destes microrganismos podem também requerer a utilizacao
de maior concentracdo de farmaco, podendo originar efeitos toxicos (Penchovsky &
Traykovska, 2015). Ao nivel hospitalar, as patologias causadas por microrganismos
resistentes resultam no aumento das taxas de morbilidade e mortalidade, assim como
no aumento do tempo de internamento e dos custos associados ao mesmo (Cosgrove
& Carmeli, 2003).

Os antimicrobianos produzidos por sintese desempenham um papel importante
no tratamento e prevencao de patologias infectocontagiosas. Contudo, a sua utilizagdo
exagerada levou ao aumento do aparecimento de estirpes bacterianas resistentes aos
mesmos (Yap et al., 2013). Em 2016, a situacdo de esgotamento de antimicrobianos
eficazes face a estirpes bacterianas resistentes levou a WHO a criar uma lista de
microrganismos patogénicos para os quais é prioritaria a descoberta de novos farmacos
antimicrobianos. Na lista mencionada encontram-se diversas estirpes com resisténcia a
diversos antimicrobianos de sintese, tais como, Escherichia coli, Morganella sp.,
Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Tacconelli et al.,
2017).

Atualmente, tem-se observado um crescente interesse pela utilizacdo de
farmacos de origem natural face a estirpes bacterianas resistentes. Os OEs séo
conhecidos pela sua acéo eficaz face a este tipo de estirpes bacterianas, sem despoletar
mecanismos de resisténcia. Neste sentido, os OEs apresentam uma solucao promissora
no combate de estirpes resistentes aos antimicrobianos comerciais. Adicionalmente,
tém sido realizados diversos estudos que reportam a ocorréncia de efeito sinergético
entre os OEs e antimicrobianos de sintese, diminuindo a dose terapéutica e a adaptacao
dos microrganismos a mistura (Ambrosio et al., 2017; Sakkas et al., 2016; Yap et al.,
2013).
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Para o presente estudo seleccionaram-se as estirpes bacterianas patogénicas
e/ou oportunistas associadas a infec¢des hospitalares, nomeadamente, Enterecoccus
faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella

enteritidis e Salmonella typhimurium.

Enterococcus faecalis € uma espécie anaerdbia aerotolerante gram-positiva.
Este microrganismo é frequentemente encontrado no trato gastrointestinal de
mamiferos. As coldnias de E. faecalis, em meio de agar nutritivo (NA), sédo esféricas
lisas de cor branca. A patogenicidade desta estirpe é frequentemente associada a

formagédo de biofilmes (Zhou & Li, 2015; Brinkman & Patel, 2015).

7

Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana gram-positiva anaerdbia
facultativa, frequentemenete diagnosticana na rotina clinica. Em NA, as col6nias tém
aparéncia dourada e brilhante. A sua patogenicidade estd associada maioritariamente
as toxinas produzidas. Sao reconhecidas diversas mutacdes genéticas associadas a
mecanismos de resisténcia desta bactéria, entre estas, a estirpe de S. aureus resistente
a meticilina (MRSA) (Bagnoli et al., 2018).

7

Staphylococcus epidermidis é a espécie coagulase-negativa mais
frequentemente encontrada nas superficies epiteliais de humanos. Estes
microrganismos séo anaerobios facultativos, gram-positivos, e formam tipicamente
colénias brancas com cerca de 1-2 mm de diametro. A S. epidermidis é um
microrganismo nasocomial patogénico reconhecida pela sua capacidade de
sobrevivéncia distinta, caracterizada pela formacdo de biofiimes que inibem a maioria

dos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro (Fey, 2013).

Escherichia coli € uma espécie anaerbébia facultativa, gram-negativa,
frequentemente encontrada no lumen intestinal dos animais de sangue quente e répteis,
motivo pelo qual é considerado um indicador de contaminacéo fecal. A maioria das
estirpes de E. coli sdo inoquas, contudo, algumas estirpes sdo procutoras de toxinas
associadas a diversas patologias. A E. coli é caracterizada pela elevada diversidade

genética e fenotipica moldada pelo hospedeiro e pelo ambiente (Tenaillon et al., 2010).

z

Morganella morganii € uma espécie bacilar, anaerébio facultativo, gram-
negativo, pertencente a flora normal intestinal do homem. Contudo, esta é
frequentemente isolada em isolados clinicos de infecdes nasocomiais. Na clinica é

comum a identificacdo de estirpes com resisténcia a diversos antimicrobianos. Esta
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estirpe é semelhante ao género Proteus, motivo pelo qual foi anteriormente classificada
Proteus morganii (Chang et al., 2011; Engelkirk & Duben-Engelkirk, 2008).

Pseudomonas aeruginosa é uma espécie aerdbia, gram-negativa, com
capacidade de adaptacdo a ambientes exremos devido a elevada percentagem de
reguladores transcripcionais. A sua patogenecidade deve-se a esta bactéria utilizar
como factor de viruléncia a exotoxina A que se liga ao factor de elongamento 2 dos
microorganismos eucariotas, provocando um défice de producdo de proteinas. A
P. aeruginosa pode causar patologias infeciosas agudas ou cronicas (Franklin et al.,
2011; Frank, 2012).

Proteus mirabilis é uma espécie gram-negativa, anaerobia facultativa,
primariamente associada a infe¢des do trato urinario. Esta estirpe é caracterizada pela
elevada mobilidade, assim como pela capacidade de aderéncia a superficies. Na
transicdo entre meios solidos e meios liquidos, as células adaptam a sua estrutura
flagelada através de processos de diferenciacdo das suas células vegetativas (Rather,
2005).

Pertencente a dois dos serotipos de Salmonella enterica, a espécie Salmonella
enteritidis e a espécie Salmonella typhimurium s&o bacilos gram-negativos e anaerébios
negativos. Estes microrganismos sdo caracterizados pelos antigénios O, H e Vi. A
maioria dos serotipos de Salmonella enterica possuem flagelos, os quais lhes conferem
mobilidade. Estes microrganismos séo frequentemente associados a infegcfes

gastrointestinais simples e a febre entérica (Gianella, 1996).

Com vista a comparar os resultados obtidos foi utilizado o antimicrobiano
sintético de largo espetro tetraciclina (TE), em solugdo aquosa. A tetraciclina atua ao
nivel da inibicdo da sintese proteica ao impedir a ligacdo do aminoacil-t-RNA ao
aceitador ribossomal. A auséncia de efeitos coleterais associados a tetraciclina resultou
na sua extensa utilizagéo na terapéutica de infecdes em humanos e animais, bem como
em doses subterapeuticas, em animais, de modo a prevenir potenciais patologias.
Consequentemente, o aparecimento de estirpes resistentes a TE foi notério. Contudo,
devido a sua eficacia face a um elevado numero de microrganismos, este antimicrobiano

ainda apresenta elevada importancia ao nivel clinico (Chopra & Roberts, 2001).
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3.7. Avaliacao da viabilidade celular

Em microbiologia, os métodos de classificagdo da viabilidade celular classicos
assentam no paradigma: se a célula é vidvel tem a capacidade de se multiplicar de modo
a formar coldnias visiveis em meio sdlido (Keer & Birch, 2003). Contudo, as populacdes
bacterianas podem encontrar-se metabolicamente ativas, porém néo séo providas da
capacidade de se multiplicarem em meio sélido. Este estado bacteriano é reversivel e,
gquando as células sdo submetidas a condi¢des apropriadas, podem ser reativadas e
novamente cultivaveis (Oliver, 2005; Khan et al., 2010). Adicionalmente, é estimado que
apenas cerca de 1% das estirpes bacterianas obtidas em amostras ambientais sejam

cultivaveis (Davey, 2011).

Face ao exposto, a determinacdo da viabilidade celular pelo método da
determinacdo da concentracdo minima bactericida (CMB) pode originar resultados
“falsos negativos”. Segundo Oliver (2005), a determinagdo do numero total de células
pode ser realizada recorrendo a avaliagdo de parametros como a hidrélise intracelular,
a atividade metabdlica das desidrogenases ou a integridade da membrana celular.
Assim, no presente estudo, a viabilidade celular foi confirmada por ensaios de avaliacdo
da atividade das enzimas desidrogenases. Adicionalmente, a veracidade dos resultados
foi avaliada através da determinacao da integridade da membrana, recorrendo a ensaios

de citémetria de fluxo.

Os ensaios em citometria de fluxo permitem distinguir células viaveis, em inicio
de apoptose, em apoptose e mortas. Durante a apoptose inimeros eventos
morfolégicos e bioquimicos ocorrem na célula, nomeadamente, retracdo celular,
danificacdo da membrana celular, condensagédo nuclear, fragmentacdo do DNA,
fragmentacdo mitocondrial, ativacdo de caspases apoptéticas e externalizacdo de
fosfatidilserina (PS) na membrana plasmatica (Engeland et al., 1998; Henry et al., 2013).
A anexina V, uma proteina fosfolipidica, utilizada em ensaios de citbmetria, apresenta
afinidade com a PS. A sensibilidade deste método pode ser aumentada utilizando

fluorocromos, como o iodeto de propideo (PI) (Hingorani et al., 2011).
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3.8. Plantas aromaticas medicinais em estudo

A familia Lamiaceae é reconhecida por ser uma fonte de 6leos essenciais com
diversas propriedades biolégicas. Estes apresentam impacto econdmico na industria da
cosmeética e dos fitoterapéuticos alternativos (Bakkali et al., 2008; Gonzalez-Coloma et
al., 2011). Neste trabalho, foram selecionadas sete plantas aromaticas desta familia,
nomeadamente, Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula stoechas subsp. luisieri
(Rozeira), Lavandula pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’'Hér, Mentha
pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link)
Bonnier & Layens. A classificacdo taxondmica das plantas aromaticas em estudo

encontra-se na tabela 2.

Tabela 2 Descri¢do taxondmica das plantas aromaticas em estudo: Calamintha nepeta (L.) Savi, Lavandula
stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’'Hér, Mentha
pulegium L., Mentha spicata L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens
(FloraOn, 2018; Flora ibérica 2018).

Nome vulgar Brva-das-  oocaninhg  ROSManinho- - Rosmaninho- Poejo Hortela Oregéo
azeitonas maior verde

Reino Plantae

Divisao Spermatophyta
Subdivisao Magnoliophytina

Ordem Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Calamintha Lavandula Lavandula Lavandula Mentha Mentha Origanum

Espécie C. nepeta L. stoechas L. pedunculata L. viridis M. pulegium M. spicata O. vulgare
Sub-espécie luisieri virens

A Calamintha nepeta (L.) Savi (Figura 3), vulgarmente conhecida como erva-das-
azeitonas, é uma planta aromatica espontanea amplamente distribuida pela area
mediterranica (FloraOn, 2018; Baldovini et al., 2000). Esta planta perene tem uma
aparéncia semelhante a horteld comum, sendo distinguida pela sua fragrancia e pelas
suas flores brancas ou lilas (BoZovic et al., 2017). E frequentemente encontrada em
sitios secos, taludes, sebes, soutos, pinhais, prados sombrios e lugares nitrificados
(FloraOn, 2018). Tradicionalmente, é utilizada como condimento alimentar e valorizada
pelo seu elevado potencial farmacoldgico no tratamento de patologias respiratérias e

gastrointestinais (Flamini et al., 1999).
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Figura 3 Calamintha nepeta (L.) Savi, Herdade da Mitra, Evora.

A Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) (L. luisieri) é caracterizada pelo
seu crescimento em arbusto pequeno, com suas inflorescéncias do tipo espiga, de
coloracgéo violeta, em forma cilindrica (Figura 4). Esta PAM é endémica da Peninsula
Ibérica, sendo frequentemente encontrada em areas semiaridas do Sul de Portugal e
Sudoeste de Espanha (Gonzéalez-Coloma et al., 2011; Matos et al., 2009). Embora as
PAMs de género Lavandula sejam amplamente utilizadas na indlstria e esta espécie
seja conhecida pela producdo de OEs com composi¢cdo quimica complexa, poucos

estudos tém sido realizados sobre L. luisieri (Sanz et al., 2004).

Figura 4 Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Herdade da Mitra, Evora.

A Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.) (Cav.) (Figura 5) € um
arbusto perene caracterizado pela sua folhagem verde acinzentada em forma de espiga
podendo crescer até 70 cm. As suas flores lilases podem atingir 24 cm séo cobertas por
diversos tipos de tricomas glandulares (Baptista et al., 2015). Esta PAM, frequentemente
encontrada na Peninsula lbérica, € endémica da zona noroeste de Portugal e

frequentemente utilizada na medicina tradicional (Costa et al., 2013).
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Figura 5 Lavandula pedunculata subsp. pedunculata (Mill.) (Cav.) (FloraOn, 2018).

A Lavandula viridis L'Hér (Figura 6) € um arbusto endémico do Sudoeste da
Peninsula Ibérica, com folhagem abundantemente e cor totalmente verde,
desenvolvendo algumas flores brancas em época de floracdo. Devido a sua aparéncia,
€ vulgarmente denominada rosmaninho branco ou verde. Esta PAM tem a capacidade
de crescer em ambiente seco e solos pobres em nutrientes. A L. viridis é
economicamente importante na industria dos cosmeéticos e perfumaria. Ao nivel
tradicional, é utilizada como biocida e tranquilizante (Dias et al., 2002; Zuzarte et al.,
2011).

K. www.flora-on.pt

Figura 6 Lavandula viridis L’Hér (Flora On, 2018).

Mentha pulegium L. (Figura 7), conhecida vulgarmente como poejo e hortela-
pimenta-mansa, € uma espécie endémica da regido Mediterranica, muito frequente em
ambientes humidos e leitos secos de linhas de agua (FloraOn, 2018). Esta PAM
apresenta um potencial benéfico devido ao seu efeito antimicrobiano, anti-inflamatério
e antioxidante (Brahmi et al., 2017; Raut & Karuppayil, 2014). Na medicina tradicional &
utilizada como analgésico, antitissico, antipirético e antisséptico. Existem também

relatos da sua aplicabilidade como repelente (Mahboubi & Kazempour, 2009).
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Figura 7 Mentha pulegium L. (FloraOn, 2018).

A Mentha spicata L. (Figura 8) é uma das plantas de género Mentha com maior
reconhecimento ao nivel econémico. Esta PAM ¢ originaria na Europa, Africa e Asia e
atualmente é cultivada pelo mundo inteiro (Shahbazi, 2015). Na medicina tradicional,
esta PAM é utilizada em fitoterapia no tratamento de bronquites, sinusites, enjoos e
como antidoto a alguns tipos de venenos (Brahmi et al., 2017). Os OEs de M. spicata
tém sido estudados no dmbito do seu potencial antimicrobiano, sendo comprovada a
eliminacdo eficaz de uma estirpe de Staphylococcus aureus MRSA (Boukhebti et al.,
2011).

Figura 8 Mentha spicata L. (Jardim Botanico UTAD, 2018).

O género Origanum é caracterizado por uma elevada diversidade morfologica e
fitoquimica. Apesar da espécie O. vulgare ser reconhecida mundialmente, algumas
subespécies apenas se encontram em climas temperados e zonas &ridas da Europa e
Asia (Pauli & Schilcher, 2010). As diferentes subespécies de O. vulgare s&o distinguidas
pelas diferencas no indumento e cor e tamanho das bracteas e flores (Lukas et al.,
2015). As plantas de Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier &

Layens (Figura 9) apresentam flores brancas e sdo espontaneas em matos, prados,
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taludes e orlas de bosques e matagais no Alentejo e em outras regides Mediterrancias
(FloraOn 2018). Na medicina tradicional portuguesa, esta PAM & utilizada no tratamento

de infecdes respiratdrias e cutaneas, bem como antiespasmaodico (Vale-Silva et al.,
2012).

Figura 9 Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens, Herdade da Mitra, Evora.
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4. Materiais e métodos

4.1. Selecéao e preparacao das plantas

Para o presente estudo foram selecionadas sete espécies autdctones de plantas
arométicas e condimentares da regido Alentejo, nomeadamente, Calamintha nepeta (L.)
Savi, Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira), Lavandula pedunculata subsp.
pedunculata (Mill.) (Cav.), Lavandula viridis L’Hér, Mentha pulegium L., Mentha spicata
L. e Origanum vulgare subsp. virens (Hoffmans & Link) Bonnier & Layens. Procedeu-se
a colheita da parte aérea das plantas elegidas nos locais e datas registados na tabela
3. Apenas as PAMs L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis se encontraram no estado
florido. A identificacdo das plantas foi realizada pela Prof2 Marizia Pereira, da
Universidade de Evora e procedeu-se ao depdsito de um exemplar de cada espécie no

Herbario de Plantas Aromaticas da Universidade de Evora.

O material vegetal foi mantido em local escuro e isento de humidade, triturado e

aliquotado, sendo, posteriormente, conservado a -20 °C, até a extracdo dos OEs.

Tabela 3 Local e época de colheita das plantas arométicas medicinais em estudo.

Planta Local de colheita Coordenadas Data de
colheita

C. nepeta Herdade da Mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W maio 2016
L. luisieri Herdade da Mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W abril 2017
L. pedunculata | Guadalupe 38°34'6" N, 8°1'33"W maio 2014
L. viridis Aljustrel 37°52'36"N 8°09'58"W abril 2017
M. pulegium Montoito 38°30" 18.7” N; 7°34’ 23.3’ W  maio 2016
M. spicata Montoito 38°30° 18.7” N; 7°34’ 23.3” W  maio 2016
O. vulgare Herdade da mitra 38°31'52.8"N 8°00'47.6"W abril 2017

4.2. Reagentes

Nos ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana preparam-se meios de
cultura de Nutrient Agar (NA) adquirido a Himedia, Mueller Hinton Agar (MHA) adquirido

a Merck e Mueller Hinton Broth (MHB) adquirido a Oxoid. Nos métodos de microdiluicdo
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foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO), polisorbato (Tween) e p-iodonitrotetrazolium (INT).
Todos os reagentes utilizados sdo pro-analise e foram adquiridos a Sigma-Aldrich.Nos
ensaios em citometria de fluxo foi utilizado iodeto de propidio (PI) e Anexin V & Dead

Cell kit adquiridos a Merck.

4.3. Extracdo dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo recorrendo a um sistema
tipo Clevenger, durante 3 horas, de acordo com as recomendagfes da Farmacopeia
Portuguesa, 2008 (Comissdo da Farmacopeia Portuguesa, 2008). Genericamente, a
cerca de 100 g de material vegetal foram adicionados cerca de 800 mL de agua destilada
e colocados num baldo de destilacdo, em manta de aquecimento e adaptado o sistema
de Clevenger. O processo de extracdo foi caracterizado com determinagdo do
rendimento de extragdo, da massa volumica e do indice de refracdo dos OEs. Estes

foram armazenados a -20 °C.

4.4. Determinacdo do indice de refragcéo

O indice de refragdo dos OEs foi determinado recorrendo a um refratdbmetro
(Leica ABBE Mark Il). As andlises dos OEs foram realizadas em conformidade com as
instrugfes do equipamento, apos a calibracdo do mesmo com &gua bidestilada. O valor
do indice de refrac&o foi calculado de acordo com a férmula: nd>e = ndt + 0.00045 (t-
20), onde ndzo corresponde ao indice de refracdo a 20 °C; ndt € o indice de refracdo

medido a temperatura do laboratorio e t a temperatura no momento da medicao.

4.5. Andlise da composi¢do quimica dos Oleos essenciais por cromatografia

gasosa (GC)
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A analise da composi¢cdo quimica dos OEs foi realizada por cromatografia
gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID), num cromatégrafo GC-HP 5890
Series Il. A fase estacionaria utilizada foi uma coluna polar SUPELCOWAX TM 10 (30
m x 0,25 mm x 0,25 ym) e a fase mdvel foi constituida por hélio como gas de arraste,
com um fluxo de 0,6 mL/min e razdo de split de 50:1. Para separacdo dos 6leos
essenciais programou-se um gradiente de temperatura de 70 °C (3 min), 70 °C - 220 °C
(3 °C/min) e 220°C (5 min) e ajustou-se a temperatura do injetor e do detetor para
250 °C. O volume injetado foi de 0,2 uL de OE puro. As analises de cada uma das
amostras foram efetuadas em triplicado. A quantificacdo dos componentes dos 6leos
essenciais foi determinada pelo método de normalizacéo interna com base na area dos
picos sem correcdo de fator de resposta. A identificacdo dos componentes foi efetuada
por comparacgao dos respetivos indices de retencao (IR), calculados em relacao a uma
série homologa de n-alcanos de C8-C20, (Sigma Aldrich) com os de padrées puros ou
mencionados na literatura e confirmados pelo método da adi¢do padréo (Cavaleiro et
al., 2004; Mottram, 2007).

4.6. Avaliagcdo da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos OEs foi realizada face a vérias
estirpes bacterianas patogénicas e/ou oportunistas Gram-positivas (Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus
LFG 1007, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) e Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli LFG 1003, Morganella morganii LFG 1008,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa LFG 1002, Proteus
mirabilis LFG 1004, Salmonella enteritidis LFG 1005 e Salmonella typhimurium LFG
1006).

Para o efeito, foram selecionados estudos de difusdo em meio sélido e de
microdiluicdo em meio liquido para determinagdo da concentracdo minima inibitria
(CMI), concentracdo minima bactericida (CMB) e determinagdo do indice de

concentracdo inibitdria fracionada (FIC).

Os ensaios foram realizados foram realizados segundo as normas CLSI (Clinical

and Laboratory Standards Institute) (NCCS, 2007) e toda a manipulagdo dos
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microrganismos foi efetuada numa Camara de Fluxo de Ar Laminar (Airstream® Class
[l Biological safety Cabinet (AC2-4E1)).

4.6.1. Preparacao das suspensdes microbianas

Os microrganismos selecionados para o estudo da atividade antimicrobiana
foram primeiramente repicados e incubados nas condicbes Gtimas de crescimento a

37 °C em meio de nutriente agar (NA), durante 24 horas.

Posteriormente, prepararam-se as suspensdes microbianas em soro fisiol6gico
(0,9 %), na concentracdo 10® UFC/mL, utilizando como referéncia a turbidez 0,5 na
escala de McFarland (Barry et al., 1999).

4.6.2. Ensaios de difusdo em meio sélido

Os ensaios de difusdo em meio solido permitem estimar a atividade
antimicrobiana dos OEs através da dimenséo do halo de inibig&o obtido no antibiograma
(Lang & Buchbauer, 2012). A avaliagéo da sensibilidade dos microrganismos aos OEs
em meio sélido foi efetuada em meio MHA, as placas foram inoculadas, com as
suspensfes bacterianas 0,5 McFarland, por espalhamento, para cada um dos
microrganismos de acordo com as Normas M02-A12 (NCCS, 2007). Em cada placa e,
para cada OE, colocaram-se trés discos equidistantes de papel Whatman estéril
(@=6mm), aos quais se adicionou o volume de 5 pyL de OE (Martins et al., 2014). De
modo a evitar a volatilizacdo do OE, as placas foram pré-incubadas durante uma hora
a 4 °C. Seguidamente, as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas (NCCLS,
2007). Como controlo, utilizaram-se discos impregnados com 5 pL de antimicrobiano

padrdo, cloridrato de tetraciclina (TE-CI) em solugéo aquosa (30 pg/mL).

A sensibilidade dos microrganismos aos OEs foi classificada como nao sensiveis
com halos de inibi¢cdo inferiores a 6 mm, moderadamente sensiveis com halos de
inibicdo entre 6 e 8 mm, sensiveis com halos de inibicdo entre 9 e 14 mm, muito
sensiveis com halos de inibicdo entre 15 e 19 mm e extremamente sensiveis para halos

de inibigdo superiores a 20 mm (Moreira et al. 2005; Ponce et al. 2003).
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A atividade dos OEs foi classificada como ndo ativo com halos de inibicdo
inferiores a 6 mm, moderadamente ativos com halos de inibicdo entre 6 e 8 mm e

extremamente ativos com halos de inibicdo superiores a 9 mm.

4.6.3. Ensaios em meio liquido

Os ensaios em meio liquido foram realizados para avaliacdo da concentracéo
minima inibitéria do crescimento bacteriano (CMI). Quando observado no equipamento
estereoscopico, este valor é definido como a concentragdo minima de OE que inibe o
crescimento microbiano visivel, (Delaquis et al., 2002). Este resultado é confirmado por
turbidimetria, correspondendo, a concentracdo de OE necessaria para inibir 90 % do

crescimento microbiano, a 630 nm (Moreira et al., 2005).

Os estudos de avaliagdo da sensibilidade aos 6leos essenciais em meio liquido
foram efetuados em microplaca, utilizando meio MHB, com determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI), concentracdo minima bactericida (CMB) e

avaliacdo da viabilidade celular com ensaio de INT.

Nos estudos em meio liquido foram testadas concentragdes de OE entre 0,25 e
5,0 yL/mL. Para o efeito, preparou-se uma solucéo inicial de OE de 100 yL/mL em
DMSO, a partir da qual se efetuaram as restantes solu¢des de OE, nas concentracdes

a testar, em meio de cultura suplementado com Tween 80 a 5% e DMSO a 10%.

As suspensfes dos microrganismos foram preparadas na concentracdo de
108 UFC/mL, e posteriormente diluidas na proporcéo 1:100, em meio de cultura, para
ser obtida a concentracdo de 10° UFC/mL, a utilizar nos ensaios em meio liquido.
Prepararam-se controlos negativos contendo solu¢cdo de meio de cultura suplementado
com Tween 80 a 5% e DMSO 10% e meio de cultura em volumes iguais e controlos
positivos contendo suspensdo de microrganismos e a mesma solugdo de meio de
cultura. Como padréo foi utilizada solugdo aquosa de cloridrato de tetraciclina nas

concentragdes entre 2 000 e 0,975 pg/mL.

Os ensaios foram realizados em microplaca, em triplicado. A cada poco
adicionaram-se 75 pL de solucdo de OE/padrdao e 75 pL de suspensao de
microrganismos (10° UFC/mL). As microplacas foram incubadas a 37 °C, durante 16 h.

O crescimento microbiano foi avaliado recorrendo a um sistema estereoscépico
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(Olympus SZX9) e confirmado por leitura da turbidimetria a 630 nm, para avaliagdo da
CMI (NCCS, 2015).

Os ensaios foram realizados em microplaca, em triplicado. A cada poco
adicionaram-se 75 pL de solucdo de OE/padrdao e 75 pL de suspensdao de
microrganismos (106 UFC/mL). As microplacas foram incubadas a 37 °C, durante 16 h.
O crescimento microbiano foi avaliado recorrendo a um sistema estereoscoépico
(Olympus SZX9) e confirmado por leitura da turbidimetria a 630 nm, para avaliagdo da
CMI (NCCS, 2015). Procedeu-se também a avaliagdo da concentracdo minima
bactericida (CMB) por inoculacdo das culturas onde nédo foi observado crescimento
microbiano, em meio MHA a 37 °C durante 24 horas (Martins et al.,, 2014).
Paralelamente, para o estudo do crescimento de células viaveis procedeu-se a
avaliacdo da atividade de desidrogenases, utilizando o reagente p-iodonitrotetrazélio
(INT) (Bag & Chattopadhyay, 2015). As desidrogenases sao enzimas oxirredutases que
transportadoras de eletrdes para as enzimas NAD* ou NADP*. O INT compete com
estas enzimas, interferindo com a cadeia respiratéria da célula. Este, quando reduzido,
forma iodonitrotetrazodlio-formazéo (INTF) (Figura 3), um composto de coloragéo
vermelha (Mosher et al., 2003). Preparou-se uma soluc¢do aquosa de INT a 0,4 mg/mL
e adicionaram-se 20 uL desta solugdo as microplacas, as quais foram novamente
incubadas a 37 °C durante uma hora. Posteriormente, procedeu-se a leitura da
absorvancia a 490 nm para avaliacdo da concentracdo de INTF formado (Baldovini et
al., 2005).

N X 2e + 2H*
\\
cl- N*-N

- » N =N
/ 11 |
N HN
! NO, |E N

Figura 10 Reacao de reducdo do INT a INTF na presenca de desidrogenases viaveis (Adaptado de
Maldonado et al., 2012).

+ HCl

O,
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4.6.4. Avaliacao do efeito sinergético dos 6leos essenciais

A avaliacdo do efeito sinergético dos OEs em estudo foi realizada através do
método de checkerboard (Bassolé & Juliani, 2012). As solugbes de OE nas
concentracdes entre 1,5 e 4 pL/mL foram preparadas seguindo a metodologia descrita
nos ensaios de avaliagdo do crescimento em meio liquido. As restantes solucdes (0,015
a 1,0 yL/mL) foram efetuadas através de diluicbes seriadas de 1:2 utilizando meio
suplementado com DMSO (10 %) e tween 80 (5 %).

Os resultados foram analisados com o mesmo procedimento descrito para os
ensaios em meio liquido, com determinagdo dos valores de CMI, CMB e viabilidade

celular.

O ensaio checkerboard permite também avaliar o tipo de interacdo que ocorre
entre as solugbes de OE através do calculo do indice FIC (concentragdo inibitoria
fracionada), que nos da uma ideia da interacéo presente e do efeito da mistura de OEs.
Para o efeito FICigex = FICA + FICg, onde FICA e FICg correspondem ao indice FIC
obtido para o OE A e B, respetivamente (Grbi¢ et al., 2018). O indice FIC de cada OE
em isolado é calculado através da seguinte férmula: FICoe = CMI do OE em mistura/CMI
do OE em isolado (Zengin & Baysal, 2014). A interacdo dos OEs em mistura foi
considerada efeito sinergético para quando FIC < 0,75, efeito aditivo com valores de FIC
entre 0,75 e 4 e efeito antagbénico para valores de FIC superiores a 4. O efeito
sinergético foi dividido em duas classificagdes, segundo o valor de FIC: FIC < 0,5

sinergismo total e 0,5 < FIC < 0,75 sinergismo parcial (Gallucci et al., 2009).

4.6.5. Avaliacdo do efeito dos 6leos essenciais nas culturas bacterianas

em citometria de fluxo

A mistura de OEs com resultados mais promissores nos ensaios de atividade
antibacteriana em meio liquido (C. nepeta/L. pedunculata) foi selecionada para a
avaliacdo do efeito dos OEs em populacbes bacterianas gram-positivas (E. faecalis
ATCC 29212 e S. aureus LFG 1007) e gram-negativas (E. coli LFG 1003 e P. aeruginosa
LFG 1002), em citometria de fluxo. Este estudo tem como finalidade quantificar o

decréscimo populacional da populacédo microbiana, assim como avaliar as populacdes
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de células apoptéticas e de células viaveis nas concentragfes testadas, com vista a

inferir sobre os mecanismos de acdo antimicrobiana dos OEs em estudo.

Primeiramente, foi realizado um ensaio em meio liquido seguindo 0 mesmo
procedimento do ensaio de determinacdo de CMI e CMB, com adicdo de 40 uL de OE
de C. nepeta e 40 puL de OE de L. pedunculata, de cada uma das concentracdes
testadas (3 pL/mL a 0,06 pL/mL) e adicionou-se 80 pL de suspensdo bacteriana em
estudo. ApdGs o periodo de incubacédo, foram determinados os valores de CMI e CMB.
Posteriormente, o conteudo de cada poco foi transferido para eppendorfs, os quais
foram centrifugados a 13 000 g na temperatura 4 °C, durante 15 minutos. Desprezou-se
0 sobrenadante e ressuspenderam-se as células com 200 uL de PBS 10x. Realizou-se
uma hova centrifugagcdo nas mesmas condi¢cdes. Seguidamente, desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se as células com 100 pL de PBS 10x/BSA 1%.
Adicionou-se 50 pL de Anexin V kit e 0,5 pL de Pi a todas as amostras. O ensaio foi
realizado num citdmetro Muse® Cell Analyzer. Em cada analise foram contabilizados

1000 eventos. Os resultados foram analisados recorrendo ao Flowing Software 2.5.1.

As amostras foram também analisadas por microscopia de epifluorescéncia no
microscopio BA410E Motic equipado com um conjunto de filtros Cy3 (excitacdo
D540/25x, espelho dicroico 565DCLP e emissdo D605/55m), FITC (excitagdo D480/30x,
espelho dicroico 505DCLP e emissdo D535/40m) e Cy5 (excitacdo D436/20x, espelho
dicroico e emissdo D480/40m). As imagens foram capturadas pela camera Moticam
PRO 282B e analisadas pelo software Motic Images Plus 2.0,

4.7. Avaliacdo da letalidade em Artemia salina

A toxicidade dos OEs foi primeiramente estudada face a Artemia salina, com
determinagdo da concentracdo letal para 50% da populacédo (CLsg). Este ensaio foi
realizado em concordancia com as indicagbes de Artoxkit M™, com algumas
modificagdes. Os ovos de A. salina foram colocados a eclodir numa solugéo salina, num
local escuro a 25 °C, durante 24 h. Posteriormente, as larvas foram transferidas para

nova solucéo salina e novamente incubadas durante 24 h.

Foram avaliadas solu¢cdes de OE com concentragcfes entre 0,078 e 10 mg/mL,
preparadas a partir de uma solucéo de OE a 10 mg/mL, em diluicdes seriadas com agua

do mar sintética suplementada com DMSO (10%) e Tween 20 (1%). Foi também
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efetuado um ensaio de controlo com solugéo padrao de dicromato de potéssio (K-CrO-)
em concentracdes entre 100 e 1000 pg/mL. O composto padrao (KoCrOy) foi preparado
em solucbes aquosas contendo DMSO 10%. O ensaio foi realizado em placa de 24
pocos, com nove réplicas para cada concentracdo. A cada poco da placa foram
adicionados 900 uL de agua do mar sintética, 100 uL de solugao de concentragao a
testar e 10 A. salina. As placas foram incubadas durante a 25 °C, durante 24 h. Foi
efetuada a contagem do numero de artémias mortas num sistema estereoscépico
(Olympus SZX9) e elaborada a curva dose-resposta para determinagcdo do valor de

CLso, através do software Origin 8.

4.8. Avaliagcado da toxicidade “in vivo”

A avaliacdo da toxicidade dos OEs in vivo foi determinada a dose letal para 50 %
da populacéo (DLso), através de administracdo por via oral em ratinhos Swiss, segundo
as normas OECD, pelo procedimento padrdao “Up and Down” (OECD, 2001) com
avaliagdo dos parametros: catalepsia, reflexos posturais, reflexo pineal, teste de
sensibilidade na cauda e atividade motora (Vogel & Vogel, 2013). A determinacdo do
valor de DLso foi calculada através do software AOT425StatPgm (OECD, 2001).

Foram formados grupos constituidos por trés ratinhos, os quais foram
alimentados com ragcdo e &gua ad libitum e colocados em jejum durante as 16h
antecedentes ao ensaio. Seguidamente, cada um dos grupos foram administrados via
oral com uma concentracdo de OE de 2000 mg/kg. Quando ndo foram observadas
mortes considerou-se o valor de DLsg superior a 2000 mg/kg. Quando foi observada uma
ou mais mortes, 0 ensaio foi repetido, utilizando metade da concentragédo previamente
testada. O manuseamento dos animais foi realizado por um investigador credenciado
pela Direcdo Geral de Veterinaria e pela FELASA, seguindo as recomendacdes do

Comité de Etica.
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5. Resultados e discusséao

5.1. Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Na tabela 4 apresentam-se os valores de rendimento de extracdo, massa

volumica e indice de refracdo dos OEs obtidos das plantas em estudo.

Tabela 4 Valores de rendimento de extracdo, massa volimica e indice de refragcdo dos 6leos essenciais
em estudo.

Oleo essencial Rendim~ento de Massa volumica indice de refracéo
extracao (%) (g/cm?3) (ndt)
C. nepeta 0,44 £ 0,03 0,930 £ 0,001 1,46 + 0,01
L. luisieri 0,75 + 0,07 0,942 + 0,001 1,47 £ 0,01
L. pedunculata 0,28 £ 0,05 0,956 + 0,002 1,47 + 0,01
L. viridis 0,33 £ 0,06 0,925 + 0,008 1,48 + 0,01
M. pulegium 0,21 £ 0,03 0,903 £+ 0,001 1,48 + 0,01
M. spicata 0,46 £ 0,02 0,929 + 0,003 1,48 + 0,01
O. vulgare 0,11 £ 0,02 0,909 + 0,010 1,42 £ 0,01

O processo de hidrodestilagdo apresentou rendimentos de extragéo inferiores a
1%, tendo sido a espécie de L. luisieri a que apresentou um maior rendimento de
extracdo. O baixo rendimento de extracdo de OEs é comum em sistemas de
hidrodestilacdo convencional, como o sistema Clevenger, devido a volatilizagdo do OE
(Gavahian et al., 2012). Contudo, este processo apresenta como vantagem a obtencao
de OEs mais concentrados e o facto de evitar a aglomera¢do do material vegetal

(Asbahani et al., 2015). A massa volumica dos OEs variou entre 0,909 e 0,956 g/cm?.

O indice de refracdo € um parametro que permite avaliar uma propriedade fisica
que permite avaliar o conetido em sélidos solUveis e a massa de agua e que representa
a relacdo entre o angulo de incidéncia e o angulo de refracdo, quando um feixe de luz
passa de um meio menos denso para um meio com densidade superior. Este parametro
é constante nos OEs, permitindo avaliar a sua pureza (Hong et al., 2004). Os OEs em
estudo apresentaram indices de refragdo muito proximos, compreendidos entre 1,42 e
1,48. Geralmente, o indice de refragdo dos OEs puros deve de encontrar-se entre 1,45
e 1,59 (Pauli & Schilcher, 2010).

A caracterizagdo quimica dos OEs foi realizada por GC-FID. Os resultados

relativos aos grupos de compostos presentes na composi¢cdo composi¢cao quimica dos

29



Mecanismos de Ac¢do Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

OEs de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O. vulgare encontram-se na tabela 5 e os
resultados relativos aos OEs de género Lavandula encontram-se na tabela 6.

Tabela 5 Grupos de componentes quimicos obtidos nos 6leos essenciais de C. nepeta, M. pulegium,
M. spicata e O. vulgare.

% (média £ DP)

C. nepeta M. pulegium M. spicata O. vulgare
Grupos de componentes
Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 3,35+0,14 0,93 + 0,04 11,87 £2,67 49,16 £2,5
Monoterpenos oxigenados (MO) 87,97 +0,83 97,08+0,93 84,31+522 4757+24
Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 2,45+ 0,23 - 2,22 +0,01 284+0,1
Sesquiterpenos oxigenados (SO) - 0,81 + 0,08 0,98 + 0,07 -
Total identificado (%) 93,77 +£1,20 99,01+0,15 99,38 +0,12 99,6 +4,9

Tabela 6 Grupos de componentes quimicos obtidos nos 6leos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata e L.
viridis.

% (média = DP)

L. luisieri L. pedunculata L. viridis
Grupos de componentes (%)
Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 6,17 £ 0,15 17,67 £ 0,61 10,65+ 0,11
Monoterpenos oxigenados (MO) 78,86 + 3,36 79,91 +£1,47 82,02 £ 0,46
Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 6,54 + 0,66 - 1,36 + 0,26
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 4,89 +0,16 0,85+ 0,03 3,67 +0,09
Total identificado (%) 96,46 + 4,32 98,43 +2,11 97,69 + 0,92

Os OEs em estudo apresentaram uma composi¢do quimica diversificada, sendo
coincidente para todos o elevado teor em monoterpenos oxigenados (79 — 97%), com

excecdo do OE de O. vulgare que apresentou 48% de monoterpenos oxigenados.

A caracterizacao quimica dos OEs de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O.

vulgare apresenta-se na tabela 7.
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Tabela 7 Caracterizacé@o quimica dos 6leos essenciais de C. nepeta, M. pulegium, M. spicata e O. vulgare
por GC-FID (coluna Sulpelcovax™ 10).

Componentes

B - Tujeno
o — Terpineno
M - Cimeno
a — Pineno
E-o-Cimeno
Canfeno
B - Pineno
Sabineno
B — Mirceno
a- Felandreno
Limoneno
1,8-Cineol
Metil-timol
B- Terpineno
Y-Terpineno
trans-
Cariofileno
Fenchona
Germacreno-D
Hidrato de
sabineno
Mentona
¥ - Elemeno
Isomentona
B - Bisablene
Acetato de
linalilo
Isopulegol
Isopulegona
Pinocarvona
B- Cariofileno
4-Terpineol
Pulegona
Mentol
trans-
Pinocarveol
Isoborneol
Acetato de
terpenilo
Carvona
Acetato de
geranilo
Geraniol
Oxido de
cariofileno
Timol
Carvacrol

Grupo

MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MO
MO
MH
MH

SH

MO
SH

MO

MO
SH
MO
SH

MO

MO
MO
MO
SH
MO
MO
MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
SO

MO
MO

indice de

retencéo
(IR)*
919
1011
1018
1028
1037
1071
1116
1126
1162
1165
1215
1217
1238
1242
1251

1397

1420
1462

1464

1465
1478
1490
1510

1558

1562
1575
1578
1600
1606
1643
1645

1659
1665
1760
1760
1766
1886
1969

2177
2207

C.nepeta

0,42 +0,01

0,81+ 0,01

1,85+ 0,05

9,35+ 0,22

0,28 £0,01
12,91 +0,31

1,84 +0,01

1,21 +0,01
33,12 + 0,04

2,45+ 0,23
2,74 + 0,06
21,72 £ 0,02

4,8 +£0,15

% (média + DP)

M. pulegium

0,32+0,01

0,23+0,01

0,28 £0,01
0,14 £ 0,02

1,12 + 0,05

0,23+0,01

4,90 £ 0,10

0,66 + 0,01

0,54 +0,01

79,71 + 0,58

0,48 + 0,01

0,81 + 0,08

0,14 £ 0,01

M. spicata

1,18 £ 0,03

0,55 +0,01
0,97 + 0,02

0,74 £ 0,08

7,41 £ 0,07
12,14 + 0,07

2,38 £ 0,05

2,22 +0,01
7,17 £ 0,02

0,63 £0,02

1,20+ 0,03
56,61 + 0,51
0,69 + 0,01
1,19+ 0,04
0,98 £ 0,07

2,30 + 0,09

O. vulgare

1,0+0,05
2,6 +0,13
13,0 £ 0,65

6,6 + 0,33

1,7+0,09

53%0,27
17,7 £ 0,89

21,6 £1,08
20+01
1,5+0,08

1,7 £0,09

2,6+0,13

1,9+0,09

20,8 £1,04

Legenda: a — indices de retencéo relativos a n-alcanos C8 — C22 na coluna Supelcowax™ 10.
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O OE de C. nepeta apresentou como constituintes maioritarios isopulegona
(33,12%), pulegona (21,72%), mentona (12,91%) e 1,8-cineol (9,35%). O OE de M.
pulegium apresentou como compostos maioritarios a pulegona (79,71%) e a isomentona
(4,90%). Os componentes maioritarios obtidos no OE de M. spicata foram carvona
(56,61%), 1,8-cineol (12,14%), mirceno (7,41%) e 4-terpineol (7,17%). O OE de O.
vulgare apresentou como compostos maioritarios y-terpineno (21,6%), timol (20,8%),
metil-timol (17,7%) e M-cimeno (13,0%). O OE de L. luisieri em estudo apresentou
compostos derivados do necrodano como compostos maioritarios, nomeadamente,
acetato de a-necrodilo (20,49%) e a-necrodol (8,38%). Este OE também apresentou
como compostos maioritarios 4-terpineol (15,88%), 1,8-cineol (10,94%) e isoborneol
(5,73%). O OE de L. pedunculata apresentou como compostos maioritarios fenchona
(44,05%), canfora (20,90%), a-pineno (5,52%) e limoneno (5,25%). A composicao
guimica obtida no OE de L. viridis foi caracterizada pelos compostos maioritarios 1,8-
cineol (49,17%), canfora (12,36%), linalol (7,23%) e a-pineno (6,83%).

O OE de C. nepeta é distinguido pelo seu polimorfismo quimico e variabilidade
intraespecifica. Contudo, a maioria destes OEs tém em comum a predominancia de
monoterpenos, pertencentes as unidades oxigenadas C-3 p-mentanos, como a
pulegona (Baldovini et al., 2005; Bozovi¢ et al., 2017). Negro et al. (2013) relataram a
variabilidade intraespecifica de OEs de C. nepeta originaria de Italia, ao identificar quatro
guimiotipos distintos através dos seus componentes maioritarios, designadamente,
oxido de piperitona/éxido de piperitenona, éxido de piperitonona, piperitonona/mentona
e pulegona/mentona. Estudos de Marongiu et al., (2010) sobre a C. nepeta portuguesa
revelaram a presenca de um quimiotipo diferente, maioritariamente composto por
isomentona, 1,8-cineol e trans-isopulegona. Neste estudo é também relatada a
diferenca na composi¢édo quimica dos OEs quando utilizados dois métodos de extragcédo
de OE diferentes, hidrodestilacéo e extracdo através de fluido supercritico. Os autores
reportam diferencas na composicdo quimica devido a solubilidade de alguns
componentes em agua, resultando numa extracdo menos eficiente dos mesmos.
Baldovini et al. (2000) estudaram a evolucdo do OE de C. nepeta de origem francesa,
durante o ciclo vegetativo da PAM (desde maio até novembro). Durante todo o estudo
ocorreu a predominancia de pulegona (63-78%), contudo, a partir do més de setembro
€ observada uma diminuicao progressiva deste composto, acompanhada pelo aumento

de mentona (8,7- 37,4%), sugerindo uma correlacdo negativa entre os dois compostos.

De acordo com a bibliografia, os OEs de M. pulegium apresentam elevada
variabilidade na composi¢éo quimica, onde os componentes maioritarios sdo pulegona,

mentona, piperitona, piperitenona e mentol (Brahmi et al., 2017). Estudos de Teixeira et
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al., (2013) relativos a M. pulegium do centro de Portugal revelaram que o OE desta PAM
€ constituidos essencialmente por mentona e pulegona. Num outro estudo o OE de M.
pulegium da mesma regido, apresentou como composto maioritario a pulegona,
comcerca de 80% (Reis-Vasco et al. (1999). Mata et al., (2007) referem que o OE de M.
pulegium do leste de Portugal apresenta pulegona e piperitona como compostos
maioritarios Boukhebti et al. (2011) apresentam um quimiotipo de M. pulegium da Algeri
contendo como compostos maioritarios, pulegona, mentona, piperitona, isomentona e
limoneno. Diaz-maroto et al. (2007) realizou um estudo sobre M. pulegium de Espanha,
no qual obteve OE com compostos maioritarios pulegona e éxido de piperitona em todas
as amostras. Ait-ouazzou et al., (2012) estudaram OE de M. pulegium de origem
marroquina, o qual apresentou como compostos maioritarios pulegona, piperitona,
isopulegona e 6xido de cis-piperitona. Neste estudo, a pulegona foi o composto mais
abundante do OE testado. Petrakis et al. (2009) analisaram varia amostras de OE de M.
pulegium da Grécia, nas quais obtiveram como componente maioritario a pulegona,
seguida de isomentona, mentona, piperitona e cis-isopulegona. Em uma amostra, 0s
autores detetaram que 0 componente maioritario foi a piperitona, seguida de

isomentona.

Na bibliografia, sdo referidos varios quimiotipos de OE de M. spicata, de acordo
com 0s seus compostos maioritarios, nomeadamente, carvona, pulegona, linalol,
piperitona, 6xido de piperitona, mentona/isomentona, pulegona/mentonal/isomentona e
pulegona/piperitona (Hua et al., 2011; Snoussi et al., 2015). Estudos realizados por
Martins et al. (2012) sobre OEs de M. spicata portuguesa (Alentejo) apresentaram a
carvona e o limoneno como compostos maioritarios. Vian et al. (2008) estudaram a
composi¢cdo quimica de OEs de M. spicata, obtida no mercado local (Franca),
recorrendo a dois métodos de extracdo. Para ambos os métodos de extracdo os OEs
apresentaram a carvona como composto maioritario, seguida de cis-carveol e limoneno.
Estudos de Sokovi¢ et al. (2010) relativos a M. spicata originaria na Sérvia,
demonstraram como compostos maioritarios carvona, mentona e limoneno. Hua et al.
(2011) estudaram varias amostras de M. spicata originaria de varios locais da China. Os
autores reportam a existéncia de diferentes quimiotipos entre as amostras. A maioria
dos OEs de M. spicata apresentam carvona como composto maioritario. Os autores
relatam também a presenca de Oxido de piperitona como composto maioritario de
pulegona como composto maioritario em 2 outras amostras de M. spicata. Estudos de
Snoussi et al. (2015) relativos a OE de M. spicata da Tunisia descrevem um quimiotipo
carvona/limoneno que contém varios compostos maioritarios, nomeadamente, carvona,

limoneno, 1,8-cineol, B-pineno, cis-hidrocarvona e cis-hidrocarveol.
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Estudos de Teixeira et al., (2013) relativos a OE de O. vulgare originario em
Portugal (Ribatejo) apresentaram como compostos maioritarios do OE carvacrol, timol,
alcool de B-fenchilo e a-terpineol. Azizi et al. (2009), estudaram OEs de populacfes de
O. vulgare da Alemanha, as quais apresentaram como composto maioritario o carvacrol,
com concentracdo acima de 70%. Neste estudo foram também obtidas concentracfes
significativas de y-terpineno e p-cimento em todas as amostras. D’Antuono et al. (2000)
estudaram amostras de OE de O. vulgare oriundas de Italia, as quais apresentaram
variabilidade na composicdo quimica e foram divididas em trés quimiotipos,
designadamente, grupo da via biossintética carvacrol/timol, grupo com elevado
conteudo em linalol e sesquiterpenos e grupo caracterizado pelo elevado conteddo em
sesquiterpenos. Mockute et al. (2001) realizaram estudos a amostras de OE originario
de PAMs colhidas na Lituania, as quais tém em comum o elevado conteudo em 3-O-
cimeno, seguido de germacreno-D, B-cariofileno e sabineno. Estudos realizados por
Sahin et al. (2004) a OE de O. vulgare originario na Turquia apresentaram uma
composicdo quimica diversificada, tendo sido obtidos como compostos maioritarios
cariofileno, espatulenol, germacreno-D e a-terpineol. Segundo os mesmos autores, sdo
conhecidos dois quimiotipos deste OE, nomeadamente, carvacrol/timol e

germacreno-D/terpine-4-ol.

A caracterizacdo quimica dos OEs de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis

apresenta-se na tabela 8.

Os OEs de PAMs do género Lavandula sao caracterizados pela sua composicao
quimica complexa constituida por monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, esteres,
oxidos e cetonas (Woronuk et al., 2011). De modo geral, a composi¢ao quimica destes
OEs apresenta por linalol, acetato de linalilo e 1,8-cineol, onde as concentra¢des destes

compostos dependem entre espécies (Roller et al., 2009).

OEs de L. luisieri apresentam uma composi¢do quimica particular, onde séo
encontrados compostos monoterpénicos irregulares derivados de necrodano. Estes
compostos sdo extremamente raros na natureza e apenas foram anteriormente isolados
a partir de um besouro sul americano (Necrodes surinamensis) e de L. luisieri (Lavoine-
Hanneguelle & Casabianca, 2004). Arantes et al., (2016) estudaram OE de L. luisieri
portuguesa da regido Alentejo, a qual apresentou como componentes maioritarios 1,8-
cineol, acetato de trans-a-necrodilo, lavandulol e E-cariofileno. Neste estudo, o0s

compostos derivados de necrodano predominaram a composi¢ao quimica do OE.

34



Mecanismos de Ac¢éo Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

Tabela 8 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis por GC-FID
(coluna Sulpelcovax™ 10).

indice de % (média + DP)
Componentes retencéo . L
Grupo (IR)2 L. luisieri L. pedunculata L. viridis
a — Pineno MH 1028 1,16 £ 0,04 5,52 + 0,06 6,83 + 0,07
Canfeno MH 1071 0,42 £ 0,01 - 2,02 £ 0,02
B - Pineno MH 1116 4,02 £ 0,09 2,04 £0,24 1,80 £ 0,02
a- Terpineno MH - 4,86+ 0,13 -
Limoneno MH 1215 - 5,25+0,18 -
1,8-Cineol MO 1217 10,94 £ 0,26 0,79 £ 0,08 49,17 + 0,13
Fenchona MO 1408 2,24 + 0,07 44,05 + 0,08 -
Hidrato de sabineno MO 1464 - - 0,96 £ 0,01
Canfora MO 1515 0,92 £ 0,02 20,90 £ 0,05 12,36 £ 0,13
Linalol 1532 3,63 10,15 3,37 £0,11 7,23 £ 0,02
Pinocarvona MO 1562 - 2,34 +£0,09 -
Acetato de a- MO 1590 20,49 £ 0,51 - -
Necrodilo
Acetato de Bornilo MO 1597 - 2,25 +0,20 0,92 £0,01
B - Cariofileno SH 1600 5,78 £ 0,61 - -
Acetato de MO 1603 4,26 £ 0,25 - -
lavandulilo
4-Terpineol MO 1606 15,88 + 0,27 0,72 £ 0,44 -
allo-Aromadendreno SH 1637 0,76 £ 0,05 - -
Verbenol MO 1648 - - 1,09 + 0,01
o - Necrodol MO 1657 8,38+ 0,88 - -
Isoborneol MO 1668 5,73+0,53 - 1,02 + 0,01
Lavandulol MO 1677 1,01 £0,22 - -
Acetato de Mirtenilo MO 1680 0,78 £ 0,03 - -
Borneol MO 1695 0,60 + 0,02 1,35+0,12 -
Verbenona MO 1704 - 2,90 £ 0,28
a-Terpineol MO 1711 0,40 £ 0,07 1,23 +£0,10 4,36 + 0,06
a-Selineno SH 1717 - - 1,36 + 0,26
Acetato de nerilo MO 1720 0,84 £0,01 - -
Acetato de terpinilo MO 1760 1,89 + 0,06 - 2,02 +0,02
Acetato de geranilo MO 1766 - - 2,89 + 0,05
Mirtenol MO 1803 0,87 £ 0,01 - -
Oxido de cariofileno SO 1969 0,71 £ 0,02 0,85+ 0,03 0,93 + 0,03
Viridiflorol SO 2073 2,79+£0,10 - -
a-Copaene-8-ol SO 2078 0,81 £ 0,02 - -
A-Cadinolol SO 2221 0,58 £ 0,01 - 2,74 + 0,06

Legenda: a — indices de retencéo relativos a C8 — C22 n-alcanos na coluna Supelcowax™ 10.

Noutro estudo relativo a OEs de L. luisieri originéria do centro e sul de Portugal
€ igualmente relatado o elevado conteido em derivados de necrodano na composicao
do OE (Zuzarte et al., 2012). Neste estudo foram relatadas diferengas significativas entre
0S componentes maioritarios dos OEs, nomeadamente, 1,8-cineol (6,4% vs 33,9%),
fenchona (0% vs 18,2%) e acetato de trans-a-necrodilo (17,4% vs 3,2%). De modo
concordante com restantes estudos sobre L. luisieri autdctone de Portugal, Gonzélez-

Coloma et al., 2011 encontraram uma composi¢ao quimica rica em acetato de trans-a-
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necrodilo, B-selineno, trans-a-necrodol, fenchona, cineol, viridiflorol e canfora. Estudos
de Sanz et al., (2004) relativos a OE de L. luisieri espanhola originarios de folhas e flores
da PAM, relatam a predominancia de canfora e 1,8-cineol em OE proveniente das folhas
e canfora, 1,8-cineol e fenchona em OE proveniente das flores. Contrariamente aos
estudos do OE portugués, em todas as amostras testadas foram obtidas concentracfes

de cetonas e derivados de necrodilo reduzidas.

De acordo com a bibliografia, trés quimiotipos de OE de L. pedunculata de
acordo com os compostos maioritarios, nomeadamente, 1,8-cineol, 1,8-cineol/canfora e
fenchona (Zuzarte et al., 2010). Costa et al., (2013) descreve a presenca de um
quimiotipo principal do OE de L. pedunculata caracterizado pela presenca de 1,8-cineol,
o qual se divide em dois sub-grupos que diferem entre si de acordo com a concentracao
do OE neste composto e em canfora. Benabdelkader et al., (2015) realizaram um estudo
sobre o OE desta PAM originéria no ocidente de Portugal, onde descrevem a presenca
do quimiotipo rico em fenchona, no qual este composto juntamente com a sua forma
reduzida, fenchol, completavam 48% da composi¢cdo quimica do OE. Este OE
apresentou também 1,8-cineol como componente maioritario. Matos et al. (2009)
realizaram um estudo com OE de L. pedunculata do sul de Portugal, no qual obtiveram
como componentes maioritarios a fenchona e a canfora. De modo concordante, num
outro estudo sobre L. pedunculata do sul de Portugal realizado por Costa et al. (2015),
sao reportados como componentes maioritarios fenchona e canfora. Apesar de serem
observadas algumas diferengas no contetdo dos compostos minoritérios, os resultados
obtidos sdo concordantes com os estudos apresentados relativos as espécies
portuguesas. Segundo Aprotosoaie et al. (2017) varios estudos revelam concentracdes
em canfora nos OEs de L. pedunculata portuguesa e espanhola. Estudos de Bouazama
et al., (2017) realizados a OE de L. pedunculata marroquina descrevem a constituicdo

guimica do OE rica em canfora, canfeno e 1,8-cineol.

A composicdo quimica de OEs de L. viridis de origem portuguesa e espanhola
apresenta elevada homogeneidade, tendo como compostos maioritarios 1,8-cineol e
canfora (Lis-Balchin, 2003). A composi¢&o quimica obtida neste OE € concordante com
estes estudos, apresentando elevada concentragdo em 1,8-cineol (49,17%) e canfora
(12,36%). De modo concordante, Matos et al., (2009) realizaram um estudo sobre L.
viridis do sul de Portugal, contudo, apenas reporta 1,8-cineol e canfora como
componentes maioritarios. Por outro lado, Costa et al. (2015) apresenta o OE de L.
viridis da mesma regido constutido maioritariamente por canfora. Zuzarte et al., (2011)
descrevem o OE de L. viridis portuguesa com mais do que dois compostos maioritarios,

nomeadamente, 1,8-cineol, canfora, a-pineno e linalol. Estudos de Nogueira & Romano
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(2002) sobre L. viridis do sul de Portugal e amostras desta planta obtida através de
micropropagacdo reportam que em todas as espécies 0s componentes maioritarios
desta PAM sdo coincidentes, nomeadamente, 1,8-cineol, canfora, borneol e a-terpineol.
Num estudo semelhante sobre esta PAM colhida na mesma regido, Gongalves et al.,
(2008) apenas reportam 1,8-cineol e canfora como 0os componentes maioritarios de

todos os OEs analisados.

5.2. Avaliacao da sensibilidade microbiana

Para a analise da sensibilidade dos microrganismos aos OEs foi realizado o
ensaio de difusdo em meio sélido. Na tabela 9 encontram-se apresentados os halos de
inibicdo obtidos face as estirpes bacterianas. De modo geral, os OEs apresentaram

elevado potencial inibitério do crescimento das estirpes bacterianas em estudo.

Comparativamente aos OEs estudados, o OE de O. vulgare revelou maior
eficacia, com atividade extrema face a todos 0s microrganismos estudados,
apresentando inibicdo total do crescimento de todos os microrganismos estudados,
exceto a estirpe P. aeruginosa LFG 1002, para a qual apresentou um halo de inibicdo
de 9,6 mm. Estes resultados estdo em concordancia com estudos de Dorman & Deans
(2000) que apresentam uma elevada eficacia do OE de O. vulgare face a 25 estirpes
bacterianas patogénicas. Lambert et al. (2001) relatam que este OE altera a integridade
da membrana bacteriana e afeta a homeostase do pH e, consequentemente, o equilibrio

idnico da célula.

Os OEs de C. nepeta e M. spicata apresentaram eficacia face a um largo numero
de estirpes bacterianas, com valores de halos de inibicdo acima de 9,1 mm, ndo tendo
apenas apresentado atividade para a estirpe P. aeruginosa LFG 1002. Esta espécie
bacteriana é conhecida pela frequente aquisicdo de resisténcia a agentes

antimicrobianos (Aloush et al., 2006).

Segundo Cavanagh & Wilkinson (2005), os OEs de Lavandula séo eficazes face
a estirpes resistentes a antimicrobianos utilizados na clinica, tais como, S. aureus MRSA
e Enterococus VRE. Este resultado foi observado nos ensaios realizados a S. aureus
LFG 1007, para a qual todos os OEs foram extremamente ativos, com halos de inibigéo

compreendidos entre 10,4 e 21,8 mm.
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O OE de L. pedunculata é destacado pelos seus resultados muito distintos onde
ndo apresenta qualquer atividade antibacteriana ou €é extremamente ativo. A
composicao quimica deste OE é muito diversificada e varios estudos reportam o efeito
sinergético entre 0os seus componentes, sendo possivel obter resultados diversificados
para este OE (Mahboubi & Kazempour, 2009; N'dédianhoua et al. 2014). Este OE
revelou ser extremamente ativo face as estirpes gram-positivas, com halos de inibicdo

superiores a 16,2 mm.

Tabela 9 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e antimicrobiano padrao cloridrato de tetraciclina

(TE-CI) face a estirpes bacterianas, representada por halos de inibigcdo (mm).

Halo de inibicdo (mm)

Calamintha = Lavandula Lavandula Lavandula Mentha Mentha = Origanum

nepeta luisieri pedunculata viridis pulegium spicata vulgare

(5pL) (5 pL) (5 pL) (5 pL) (5 pL) (5 L) (5 pL)
'E.chz’;lgcgl;zslz it. si. 17,4+2,0 80+06  1811+19 77+19 it.
i%’éezugszw 26,2+1,16  102+10  299+36  369+51 253+09 223009 it.
f#é‘u{%? it. 241+33  241+10  103+12 307+22 31,9+22 it.
i%)(i;dfzrzmzigis it it 16,2+0,2 s.i. 179+23 18423 it
if%o(l:izsgzz 240+57 | 22345 it it 170410 15416 it.
EI-:((:3‘0|1i003 11,2+17  119+08 12703 si. 12,0£05 9,7+0,3 it.
'li/',':g‘%%g”” 162+18  21,3+33 14,4+1,0 106+1,4 23030 it. it.
Z'T%ecruzg;gg;a 197447  284+23 si. S.i. 130£1,0 9,1%0,2 it.
E'Fge%%iznosa si. 9,306 s.i. s.i. 10,0£2,0 s.i. 9,6+1,9
E,’zgiigguis 11,115  104+39  218+23  116+35 140:05 88%10 it.
f’,':éni%gtsidis 147 +1,4 8,6+0,2 si. 77+44 | 120+05 10805 it.
S.typhimurium | 159,08  258+0,5 si. si. 11,0£20 9,2+0,8 it.

LFG 1006

Legenda: TE-CI — cloridrato de tetraciclina; i.t. — inibic&o total; s.i. — sem inibi¢&o.

O OE de M. pulegium é descrito na bibliografia pelo seu elevado potencial
antimicrobiano em ensaios de difusdo em meio sélido. Este facto € particularmente
verificado face a estirpes bacterianas gram-positivas (Ait-ouazzou et al., 2012; Hajlaoui
et al., 2009).

Os OEs de C. nepeta, L. pedunculata, L. viridis e M. spicata apresentaram maior
atividade face a estirpes gram-positivas. Este facto esta associado com a interacao do

OE diretamente com a membrana celular, devido a estirpes bacterianas nao possuirem
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membrana exterior composta por lipossacarideos (Yap et al., 2013). Por outro lado, o
OE de L. luisieri ndo apresenta diferencas significativas entre as estirpes gram-positivas
e gram-negativas. Esta igualdade na sensibilidade dos OEs ¢ elucidada pelo facto de a
membrana lipidica apenas retardar a acdo dos OEs (Fisher & Phillips, 2008). Assim, é
esperado que os OEs com maior eficacia para as estirpes gram-positivas também a

apresentem para as restantes estirpes se o tempo de exposi¢cdo ao OE for aumentado.

As estirpes de S. aureus foram as mais sensiveis aos OEs, comparativamente
com as restantes estirpes bacterianas. Estas foram extremamente sensiveis & maioria
dos OEs, com halos de inibicAdo superiores a 22 mm. Estudos revelaram que o
composoto 4-terpineol, presente em diversos OEs, provoca a perda de conteddo
citoplasmético de S. aureus (Tserennadmid et al., 2011). A estes resultados existem
duas excec¢bes, nomeadamente o OE de L. luisieri face a S. aureus ATCC 29213 e o
OE de L. viridis face a S. aureus LFG 1007. No entanto, em ambos o0s resultados as
estirpes apresentaram sensibilidade aos OEs com halos de inibic&o superiores a 10 mm.

Os procedimentos de difusdo em meio so6lido séo importantes para a avaliagao
da atividade dos OEs. No entanto, a solubilidade do OE em agua pode influenciar os
resultados, reduzindo a atividade dos compostos pouco sollveis em agua.
Consequentemente, os OEs com elevada concentracdo de compostos lipofilicos
apresentam halos de inibicdo menores. Adicionalmente, os coeficientes de difusdo ndo
sao coincidentes para todos os compostos presentes nos OEs, podendo este fator afetar

negativamente o resultado do ensaio (Pauli & Schilcher, 2010).

5.3. Determinacédo da concentracdo minima inibitdria e concentracdo minima

bactericida

Para avaliagdo da sensibilidade das estirpes bacterianas aos OEs, foram
também realizados ensaios em meio liquido com OEs isolados, com vista a
determinacdo dos valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo
minima bactericida (CMB) de modo a poder inferir sobre o potencial bacteriostatico e/ou
bactericida dos OEs em estudo. Os valores de CMI foram determinados tendo em
consideracdo trés procedimentos, nomeadamente, recorrendo ao equipamento

estereoscopico, determinacdo da turbidimetria da suspensdo microbiana e
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determinacédo da atividade das desidrogenases. Na tabela 10 apresentam-se os valores

de CMI dos OEs, obtidos através dos ensaios de microdiluicdo em meio liquido.

Os OEs apresentaram um largo espetro de a¢éo antibacteriano, com valores de
CMI compreendidos entre 0,5 e 5,0 uL/mL para a maioria das estirpes bacterianas

testadas.

Tabela 10 Valores de concentragdo minima inibitéria (CMI) obtidos para os dleos essenciais (OEs) e para
0 antimicrobiano padrao cloridrato de tetraciclina (TE-CI) testados, face a estirpes bacterianas patogénicas.

Valores de CMI

Oleos essenciais (uL/mL)

Calamintha Lavandula Lavandula Lavandula Mentha Mentha | Origanum
nepeta luisieri pedunculata viridis pulegium spicata vulgare
i'ng(e:Czael)iziz Y >3.0 3,0 >3,0 3,0 4,0 3,0
if?:uéezugséls 4.0 15 >3,0 >3,0 3.0 3,0 2,0
fl':éuiggg 11 1,0 2,0 0,5 2,0 3,0 15
if%%dfzrzn]zigis 5,0 2,0 >3,0 >3,0 3,0 3,0 3,0
if(é:ocl:izsgzz 16 3,0 1,5 2,0 2,0 2,0 2,0
E#(é;Ollioog 3.2 3,0 >3,0 >3,0 2,0 2,0 2,0
LFG 1008 43 >30 20 2,0 40 50 15
atccorss | 40 >30 15 30 40 50 15
E'Fée%%iznosa 0,5 0,5 3,0 3,0 3,0 4,0 1,5
E'ngiggﬂis 4.3 1.5 15 15 3,0 3,0 3,0
E'Fceani%r(i)gdis 3.2 >3,0 3,0 >3,0 3,0 3,0 2,0
S. typhimurium 3,2 3,0 >3,0 >3,0 3,0 4,0 3,0

LFG 1006

Legenda: TE-CL - Cloridrato de tetraciclina.

O o6leo essencial de C. nepeta apresentou valores de CMI reduzidos face as
estirpes S. aureus LFG 1007 e P. aeruginosa LFG 1002, 1,1 e 0,5 pL/mL,
respetivamente. O OE de L. luisieri demonstrou maior atividade face as estirpes de S.
aureus ATCC 29213, S. aureus LFG 1007, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa
LFG 1002 e P. mirabilis LFG 04, com valores de CMI compreendidos entre 0,5 e 2
pL/mL. O OE de L. pedunculata apresentou maior potencial antimicrobiano face a
microrganismos gram-negativos, no entanto os valores de CMI obtidos para este OE

foram elevados, encontrando-se entre 1,5 e > 3,0 pL/mL. O OE de L. viridis apresentou
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3,91
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menor eficacia na inibigcdo do crescimento microbiano, comparativamente aos restantes
OEs em estudo. No entanto, este OE revelou valores de CMI reduzidos para as estirpes
S. aureus LFG 1007 e P. mirabilis, com concentracdes de 0,5 e 1,5 pL/mL,
respetivamente. O OE de M. pulegium apresentou capacidade de inibicdo das estirpes
bacterianas, contudo, os valores de CMI obtidos foram consideravelmente elevados
compreendidos entre 2,0 e 4,0 uL/mL. As estirpes bacterianas de E. coli ATCC 25922,
E. coli LFG 1003 e S. aureus LFG 1007 apresentaram maior sensibilidade a este OE,
com valores de CMI de 2,0 uL/mL. De modo semelhante ao OE de M. pulegium, o OE
de M. spicata apresentou potencial inibitério do crescimento das estirpes testadas,
porém, com valores de CMI elevados (entre 2,0 e 5,0 uL/mL). De modo de concordante
com ensaio de difusdo em meio sélido, o OE de O. vulgare apresentou elevado potencial
inibitério do crescimento bacteriano para todas as estirpes testadas, com valores de CMI
compreendidos entre 1,5 e 3,0 uL/mL. As estirpes de E. coli foram suscetiveis ao OE,
com valores de CMI de 2,0 pL/mL.

Diversos ensaios in vitro demonstram que 0s terpenos possuem potencial
antimicrobiano reduzido quando aplicados em isolado, sugerindo que a sua eficacia face
a microrganismos é resultante de interagdes sinergéticas com outros compostos
presentes nos OEs (Hyldgaard et al., 2012). Por outro lado, os terpenoides séo agentes
lipofilicos que alteram a permeabilidade da membrana celular. Adicionalmente, estes
compostos reagem com mecanismos enzimaticos celulares produtores de ATP. A
atividade antimicrobiana destes compostos € fortemente associada aos seus grupos

funcionais (Cox et al., 2000; Dagli et al., 2015; Hyldgaard et al., 2012).

A atividade antimicrobiana do OE de C. nepeta é frequentemente atribuida a
elevada presenca de compostos monoterpénicos. Alguns autores defendem que esta
pode estar relacionada com a presenca de 1,8-cineol na sua composi¢cao quimica,
devido a atividade antimicrobiana deste composto (Bozovi¢ & Ragno, 2017). Flamini et
al., (1999) associam a atividade antimicrobiana de C. nepeta exclusivamente a presenca
de pulegona na sua constituicdo. Um outro estudo também associa a atividade
antibacteriana destes OEs face as estirpes de S. aureus e S. typhimurium com a elevada

concentracdo de pulegona (Duru et al. 2004).

A gama de resultados diversificada obtida para os trés OEs de Lavandula é
atribuida ao facto de, apesar de estes OEs apresentarem uma composi¢do quimica
semelhante, 0s seus componentes maioritarios encontram-se em diferentes
concentragdes, resultando num aumento ou diminui¢do de eficacia face a determinadas

estirpes (Cavanagh & W.ilkinson, 2005). Por outro lado, diversos estudos néo
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apresentaram uma correlagdo entre a concentragdo dos compostos maioritarios e o
potencial inibitério do OE, sugerindo que o0s componentes minoritarios também
desempenham uma funcdo importante na eficacia do OE (Cavanagh & Wilkinson, 2002;
Lis-Balchin et al., 1998).

Contrariamente aos resultados obtidos para as restantes OEs de género
Lavandula, o OE de L. luisieri apresentou maior eficacia face a estirpes gram-positivas.
Este resultado é concordante com vérios estudos anteriormente realizados (Arantes et
al., 2016; Baldovini et al.,, 2005). OEs com elevado conteido em 1,8-cineol
demonstraram atividade antimicrobiana face a grande maioria das estirpes bacterianas
testadas (Koroch et al., 2007). Tendo em consideragao que o OE de L. luisieri em estudo
apresenta na sua constituicdo 10,94% deste composto, € esperado que a sua atividade
antibacteriana seja em parte atribuida a presenca do mesmo. Zuzarte et al. (2012)
realizaram estudos da capacidade antifungica de varios OEs de L. luisieri relativamente
a sua concentragdo em derivados de necrodrano, concluindo que este composto

aumentava o potencial antimicrobiano do OE.

Diversos autores atribuem a atividade antimicrobiana do OE de L. pedunculata
a presenca de 1,8-cineol e canfora na sua composicao quimica (Bouazama et al., 2017,
Zuzarte et al., 2009). Nas células, a canfora destabiliza a membrana fosfolipidica,
interage com as proteinas membranares e atua como permutador protonico, reduzindo
o gradiente de pH ao longo da membrana. Este composto é considerado um potente
agente antimicrobiano, sendo esperado elevado potencial antibacteriano de OEs com
elevada concentracdo de canfora (Bouazama et al., 2017). No entanto, estudos de
Mahboubi & Kazempour (2009) reportam maior atividade antimicrobiana da céanfora
relativamente ao OE, sugerindo a ocorréncia de efeito antagdnico entre os componentes

do OE, que resulta numa perda de atividade do mesmo.

A menor eficacia aobservada pelo OE de L. viridis, a semelhanca também do OE
de L. pedunculata, poderd ser devida ao efeito antagénico dos seus constituintes
maioritarios, 1,8-cineol (49,17%) e canfora (12,36%), referido por alguns autores
(Mahboubi & Kazempour, 2009).

O OE de L. viridis apresentou menor eficacia na inibicdo do crescimento
microbiano, comparativamente aos restantes OEs em estudo. No entanto, este OE
revelou valores de CMI reduzidos para as estirpes S. aureus LFG 1007 e P. mirabilis,
com concentragcbes de 0,5 e 1,5 pL/mL, respetivamente. Este OE €& composto

maioritariamente por 1,8-cineol (49,17%) e canfora (12,36%). Assim, a semelhanca do
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OE de L. pedunculata, € possivel ter ocorrido uma perda da atividade antimicrobiana

devido ao efeito antagonico destes compostos.

Os resultados obtidos para o OE de M. pulegium face as estirpes de E. coli e de
S. aureus sdo concordantes com estudos de Mahboubi & Kazempour (2009), que
reportam alguma sensibilidade destas estirpes ao OE de M. pulegium. As estirpes M.
morganii e P. aeruginosa ATCC 27853 apresentaram menor sensibilidade ao OE, para
as quais se obtiveram valores de CMI de 4,0 uL/mL. A resisténcia de estirpes de P.
aeruginosa ATCC foi anteriormente descrita por Boukhebti et al., (2011). O potencial
bacteriostético deste OE pode ser associado a varios componentes presentes na sua
constituicdo, particularmente, pulegona, isomentona e piperitona (Ait-ouazzou et al.,
2012; Hajlaoui et al., 2009).

Segundo Shahbazi (2015), a atividade antibacteriana do OE de M. spicata é
atribuida a varios compostos presentes no OE. No presente estudo, as estirpes mais
sensiveis ao OE de M. spicata foram as de E. coli ATCC 25922 e E. coli LFG 1003, as
quais apresentaram valores de CMI de 2,0 uL/mL. Estudos de Helander & Alakomi
(1998) confirmam a suscetibilidade desta estirpe bacteriana a carvona. Contudo, 0s
autores ndo detetaram interacdo deste composto com a membrana celular bacteriana,
concluindo que, por esse motivo, a carvona ndo apresenta elevada eficicia face a
estirpes bacterianas. Assim, o potencial inibitério deste OE pode estar dependente do

dano causado na membrana por outros compostos.

Estudos de Aggarwal et al. (2002) sugerem que o potencial antimicrobiano de
M. spicata estd associado ao efeito sinergético estabelecido entre 0os componentes
minoritarios do OE. O OE de M. spicata apresenta carvacrol na sua composi¢cdo, um
monoterpenoide reconhecido pelas suas propriedades antibacterianas. Segundo a
bibliografia, este composto destabiliza a membrana citoplasmatica e altera o gradiente
de pH. Este fenémeno provoca o colapso da bomba proténica, levando a morte celular
(Veldhuizen et al. 2006). O OE de M. spicata em estudo apenas apresenta 2,30% de
carvacrol na sua constituicdo. Assim, o elevado valor de CMI obtido pode também estar

associado a reduzida concentracéo de carvacrol presente no OE.

Teixeira et al., (2013) descrevem que o OE de O. vulgare interage com a barreira
de peptidoglicano desta estirpe bacteriana, diminuindo o niumero de péptidos funcionais
na membrana. A atividade antimicrobiana do OE de O. vulgare encontra-se fortemente
associada a sua elevada concentracdo de compostos fendlicos, os quais tém a
capacidade de dissolver a membrana celular e, consequentemente, introduzir-se na

célula, interagindo com 0s mecanismos enzimaticos do microrganismo (Souza et al.,
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2007). Contudo, a interagéo entre compostos minoritarios presente no OE, como o a-
terpineol, timol, y-terpineno e p-cimeno podem reduzir a atividade antibacteriana do

mesmo (Martino et al., 2009).

Contrariamente aos resultados de difusdo em meio solido, o cloridrato de
tetraciclina apresentou também elevado potencial antimicrobiano, para as estirpes
testadas. A tetraciclina € um antimicrobiano de largo espetro que inibe a sintese proteica
bacteriana. Atualmente, é reconhecida resisténcia de diversas estirpes bacterianas
patogénicas a tetraciclina. Um dos mecanismos de resisténcia identificados encontra-se

relacionado com a aquisicdo de inUmeros genes de resisténcia.

Na tabela 11 encontram-se os valores de CMB obtidos para cada OE face as
estirpes bacterianas. Este ensaio apenas foi realizado quando foi detetado potencial

bacteriostatico do OE.

Tabela 11 Valores de concentracdo minima bactericida (CMB) obtidos para os 6leos essenciais (OEs) e
para o antibidtico padrao (TE-CI) testados, face a estirpes bacterianas patogénicas.

Valores de CMB

C.nepeta | L.luisieri  L.pedunculata L. viridis M. pulegium M. spicata @O. vulgare

if@gcgslaiSQ > 4,0 n.d. >3,0 n.d. >5,0 >5,0 > 4,0
e 13 >5,0 15 n.d. n.d. >5,0 >5,0 > 4,0
E"Fguig‘éi 11 1,0 >3,0 >3,0 5,0 4,0 >4,0
i%gdfzrggis >5,0 >2,0 n.d. n.d. >50 >5,0 4,0

RS, 4,3 >3,0 2,0 >3,0 4,0 3,0 3,0

E. coli >50 > 3,0 n.d. n.d. >50 >50 > 4,0
LFG 1003 ’ ' * : :

'Ii"l':g%%g”“ >5,0 n.d. >3,0 >3,0 >5,0 >5,0 > 4,0
P olauanosa | 550 n.d. >3,0 >3,0 >5,0 >5,0 > 4,0
E'Fge;‘égiznosa 1,0 1,0 >3,0 3,0 >50 >5,0 >4,0
E-ngiggzis >43 3,0 >3,0 >3,0 5,0 4,0 > 4,0
S enterttidis >4,3 n.d. >3,0 n.d. 4,0 >5,0 > 4,0
E-Ftc}"ﬁgiorg“””m >43 >3,0 n.d. n.d. 50 >5,0 > 4,0

Legenda: n.d. — ndo determinado; TE-CI — cloridrato de tetraciclina.

Oleos essenciais (uL/mL)
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A determinacdo do valor de CMB permite avaliar qual a concentracdo minima
gue causa a perda total da viabilidade celular da populacdo microbiana. Este ensaio
apenas foi realizado quando foi detetado potencial bacteriostatico do OE, i.e., nos

valores onde anteriormente foi observada inibicdo do crescimento bacteriano.

Apesar de todos os OEs apresentarem eficicia na inibicdo do crescimento
bacteriano, ndo foi possivel determinar a concentracéo para a qual se observa o efeito
bactericida, tendo-se obtido valores de CMB para algumas das estirpes superiores as
concentracdes testadasAssim, € possivel concluir que o mecanismo de agédo dos OEs
face a maioria das estirpes testadas assenta,numa primeira fase, em impedir o
crescimento bacteriano das estirpes. Este facto pode ser explicado pela capacidade
bacteriana de manter a viabilidade celular apés a perda de algum contetdo celular (Burt,
2004). Contudo, para muitas das estirpes com os diferentes OEs estudados, o
mecanismo de acdo de antimicrobiana passou por provocar a morte celular,
nomeadamente, os OEs de C. nepeta face a S. aureus LFG 1007, de L. luisieri face a
S. aureus sp., de L. pedunculata face a E. coli ATCC 25922 e de L. viridis face a P.
aeruginosa LFG 1002. O OE de L. luisieri foi o que apresentou maior potencial

bactericida face as estirpes microbianas testadas.

O OE de O. vulgare, comparativamente com os restantes OEs em estudo,
apresentou maior potencial de inibic&o do crescimento microbiano. No entanto, este OE
apresentou 0 menor potencial bactericida, sugerindo que este OE é um promissor
agente bacteriostatico, porém apenas exibe atividade bactericida quando aplicado em

elevadas concentracoes.

5.4. Avaliacdo do efeito sinergético das misturas de OEs

A avaliacdo do efeito sinergético dos OEs foi realizada em meio liquido, através
do método checkerboard, com determinacéo dos valores de CMI e CMB. Este método
tem como consequéncia a determinacdo de diversos valores de CMI e CMB, em
diversas proporgdes. Os valores tidos em consideragdo como CMI foram determinados
com base no menor valor de indice FIC obtido. Os valores de CMB séo relativos ao
menor valor obtido nas diversas propor¢cdes de OE testadas. Os valores de FIC de cada

mistura encontra-se no Anexo |.
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Na figura 12 encontram-se representados os valores de CMI resultantes da

mistura do OE de C. nepeta com os OEs do género Lavandula.
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género Lavandula, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.

A mistura do OE de C. nepeta com OEs do género Lavandula resultou numa
reducdo da concentragdo de OE a utilizar para a inibigdo do crescimento de todas as
estirpes microbianas, comparativamente com os resultados obtidos para os OEs em
isolado. A este resultado sdo excecao as estirpes E. faecalis ATCC 29212 e P. mirabilis,
quando estudada a mistura C. nepeta/L. luisieri. Apesar do valor de FIC da mistura ter

sido elevado, face a estas estirpes, ndo foi detetado efeito antagénico entre os OEs.

Apesar da semelhanca da composicao quimica entre o OE de L. viridis e o OE
de L. pedunculata, quando estes se misturam com o OE de C. nepeta foram obtidos
resultados distintos. Contrariamente aos restantes OEs de Lavandula testados, o efeito
sinergético da mistura C. nepeta/L. viridis ocorre quando é adicionada menor
concentracdo de C. nepeta. Nesta mistura foi observado efeito sinergético face as
estirpes E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa LFG 1002.

A mistura entre o OE de C. nepeta e o OE de L. luisieri foi caracterizada pelas
elevadas concentracdes de C. nepeta e reduzidas concentragcbes de L. luisieri. A
interacdo entre estes OEs pode ocorrer entre 0s compostos aromandreno e 1,8-cineol

(Mulyaningsih et al., 2010). Adicionalmente, quando o OE de L. luisieri atingiu
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concentra¢des mais proximas do OE de C. nepeta, observou-se um efeito aditivo. Estes
resultados sugerem que a interacao sinergética entre os OEs ocorre com reduzidas
concentracdes de L. luisieri. Ao comparar a composicao quimica dos dois OEs, a maior
diferenca assenta na concentracao de pulegona no OE de C. nepeta e a presenca de
compostos derivados de necronado presente no OE de L. luisieri. Assim, é expectavel
0s compostos de necrodano interajam com a pulegona, aumentando o potencial

antimicrobiano de ambos os OEs.

A mistura do OE de C. nepeta com o OE de L. peduncalata foi a mistura mais
eficaz, comparativamente a este conjunto de misturas, tendo sido obtidos os menores
valores de FIC. Adicionalmente, esta mistura apresentou efeito sinergético face a todas

as estirpes testadas, exceto a E. coli ATCC 25922.

O efeito sinergético apresentado para a esta mistura foi total, exceto face a
estirpe P. aeruginosa LFG 1002 onde o efeito sinergético foi parcial com um valor de
indice FIC de 0,58 (tabela 14, Anexo ). De modo semelhante a mistura de C. nepeta/L.
luisieri, esta mistura apresentou melhores resultados quando utilizada maior

concentracéo de OE de C. nepeta.

Na figura 13 apresentam-se os valores de CMI da mistura do OE de C. nepeta

com OEs de género Mentha.

8
7
6
=
E 5
EY -
>
o3 I
2| — —_
1 m I I
0 u
NG N 3 &° ) R ) 2 © .
!\%d?ﬁq,\"* ,b\)‘e(g),'\'b 0\)@'\0'\ 6@‘6\\\@(& @060:1’ <//O'\Qg’b O‘Q(b S \Q\(\ ,\%’9{5 Q,\(\ i ‘(\\‘,80 \qu ({\; an' &; <°
: ' "L v R R S o R
¢ & OF 9 (& g PN 2P O J £ g
S « VR 8 ST P <
C.nepeta M M. pulegium M. spicata

Figura 12 Valores de concentragdo minima inibitoria (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de C. nepeta e OEs de
género Mentha, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.
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A mistura de OE de C. nepeta com os OEs do género Mentha apresentou
elevado potencial antimicrobiano para todas as estirpes microbianas em estudo, tendo

sido obtidos valores de CMI iguais ou inferiores a 2,0 pL/mL para a maioria das misturas.

Esta mistura foi a que obteve melhores resultados, tendo sido observado efeito
sinergético para todas as estirpes exceto a de M. morganii. Nao foram observadas
diferengas significativas nos valores de CMI obtidos para a maioria das estirpes
bacterianas. As estirpes de E. coli e S. aureus LFG 1007 foram as mais suscetiveis a

esta mistura.

Adicionalmente, apenas foram detetadas trés estirpes para as quais os OEs
estabeleceram efeito aditivo, tendo sido observado efeito sinergético nos restantes
ensaios (tabela 15, Anexo |). Ambas as misturas apresentaram maior eficacia face as
estirpes gram-positivas, estabelecendo um efeito sinergético total entre si, a exce¢éo da

mistura C. nepeta/M. spicata face a estirpe S. aureus ATCC 29213.

Na mistura C. nepeta e de M. pulegium € de salientar a suscetibilidade da estirpe
P. aeruginosa LFG 1002, com valor de CMI de 0,05 pL/mL. De modo geral, nesta mistura
foram obtidos valores de CMI com maior concentracdo de C. nepeta face a estirpes
gram-positivas e com maior concentracdo em M. pulegium face a estirpes gram-
negativas. Assim, é possivel verificar que o aumento da complexidade da estrutura da
membrana celular implica a necessidade de maior concentracdo de M. pulegium.
Considerando que ambos os OEs apresentam pulegona como componente maioritario
da sua constituicdo, e que este composto foi anteriormente descrito como principal
responsavel da atividade antibacteriana dos OEs, a acdo deste componente maioritario
neste ensaio resultaria num efeito aditivo, onde o mecanismo de a¢édo dos dois OEs
seria semelhante. Deste modo, os resultados do presente estudo sugerem a ocorréncia

de um efeito sinergético entre 0s seus componentes minoritarios.

Na figura 14 apresentam-se os valores de CMI da mistura do OE de C. nepeta

com o OE de O. vulgare.

A mistura dos OEs de C. nepeta e de O. vulgare apresentou potencial
antimicrobiano mais eficaz face a estirpes gram-positivas, com valores de CMI
compreendidos entre 1,03 e 2,03 pL/mL. Nesta mistura, quando foi observado efeito

sinergético este foi total, exceto face a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853.

As estirpes para as quais foi obtido efeito aditivo sdo pertencentes a colecéo de
ensaio clinico. Adicionalmente, os valores mais baixos de FIC foram obtidos para

estirpes de colecdo ATCC, a excec¢ao das estirpes de género Salmonella (tabela 16,
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Anexo ). Estes resultados sugerem a potencial capacidade de adaptacdo e
consequente de resisténcia das estirpes de isolado clinico. Estes resultados foram

acentuados nas estirpes de E. coli e P. aeruginosa.
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Figura 13 Valores de concentragdo minima inibitoria (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de C. nepeta e o
OE de O. vulgare, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.

De salientar que, nestas estirpes, o valor de CMI da mistura para as estirpes de
ensaio clinico foi constituido maioritariamente por O. vulgare. Adicionalmente, o valor
de CMI de cada OE em isolado ¢ inferior ao obtido na mistura, face a ambas as estirpes.
Assim, apesar de ndo ser observado efeito antag6nico, também nao é totalmente
observada a adicéo das propriedades de ambos os OEs. Consequentemente, é possivel
concluir que os OEs possivelmente ndo estabelecem interacéo entre si face a estirpes
de isolados clinicos de E. coli e P. aeruginosa. Existe também a hipétese de os OEs
estabelecerem um efeito sinergético entre si que confere a mistura novas propriedades
antimicrobianas, perante as quais estas estirpes bacterianas tém facilidade em adquirir

resisténcia.

Na figura 15 apresentam-se os valores de CMI da mistura de dois OEs de género

Lavandula entre si, nomeadamente, OE de L. pedunculata e OE de L. viridis.

A mistura L. pedunculata/L. viridis apresentou maior potencial antibacteriano
face a bactérias gram-positivas, revelando efeito sinergético face estas estirpes (tabela
17, Anexo I). Nas estirpes gram-negativas, o efeito aditivo ocorreu quando o CMI se

obteve com maior concentracéo de L. viridis do que L. pedunculata.
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Figura 14 Valores de concentragdo minima inibitéria (CMI) obtidos para as misturas entre o OE de L. pedunculata e
o OE de L. viridis, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.

A composicao quimica dos dois OEs misturados presenta varias semelhancas
Nnos seus compostos maioritarios, sendo diferenciada pela composi¢cdo em fenchona do
OE de L. viridis. Assim, o efeito aditivo observado na mistura pode estar relacionado
com a composigéo em 1,8-cineol e canfora, os quais, como descrito anteriormente, sdo
compostos com atividade antimicrobiana. A fenchona é um composto quimico com
atividade antimicrobiana reduzida (Bouzouita et al., 2005). Assim, é possivel formular
duas hipoteses sobre o efeito sinergético desta mistura, nomeadamente, a fenchona em
sinergia com compostos minoritarios do OE de L. pedunculata adquire propriedades
antimicrobianas ou o efeito sinergético observado para a mistura é totalmente atribuido

aos compostos minoritarios de ambos os OEs.

Na figura 16 séo apresentados os valores de CMI relativos as misturas de OEs

do género Lavandula com OEs do género Mentha.

Os valores de CMI obstidos nesta mistura foram variaveis entre as diversas
estirpes, ndo sendo possivel estabelecer diferencas consideraveis na eficacia da
mistura entre estirpes gram-positivas e gram-negativas. As estirpes mais suscetiveis a
esta mistura foram as de P. aeruginosa e S. aureus LFG 1007, com efeito sinergético
total e valores de CMI entre 0,56 e 0,05 pL/mL.

50



Mecanismos de Ac¢do Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

CMI (uL/mL)
= N
RN o

o
&)

o

© S B
Mo @Po @@
L g WS
LA 2 LN
¢ 9L 9K

S © : R

Q R >

Ny ¢ d Do O

S i F I

=Y O < <7 @O
O O A% .

& & AP

M L. pedunculata [l L. viridis [l M. pulegium M. spicata

Figura 15 Valores de concentragdo minima inibitoria (CMI) obtidos para as misturas entre os OEs de género Lavandula e
os OEs de género Mentha, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.

A mistura de L. pedunculata/M. pulegium apresentou efeito sinergético face a
todos os microrganismos testados, exceto a estirpe E. coli ATCC 25922 para a qual
estabeleceu efeito aditivo (tabela 18, Anexo ). O efeito sinergético desta mistura pode
estar associado aos componentes maioritarios dos OEs, nomeadamente, 1,8-cineol,
canfora e pulegona. O 1,8-cineol reduz a tolerancia da célula a sais, aumentado a sua
permeabilidade (Carson et al., 2002). Adicionalmente, a canfora destabiliza a bomba
proténica da célula (Bouazama et al., 2017). Assim, a célula pode aumentar a sua

sensibilidade a outros agentes antimicrobianos, como a pulegona.

A mistura de L. pedunculata/M. spicata apresentou efeito sinergético face a todas
as estirpes microbianas testadas. Adicionalmente, a mistura apresentou efeito
sinergético total face a maioria das estirpes. A carvona é um composto com
propriedades antimicrobianas reconhecidas, no entanto, com pouca interagdo com a
membrana celular (Helander & Alakomi, 1998). Assim, o dano causado na membrana
pelos compostos presentes no OE de L. pedunculata podem facilitar a sua entrada na

célula e, consequentemente, potenciar o seu potencial antibacteriano.

A mistura de L. viridis/M. spicata apresentou efeito aditivo face a maioria dos
OEs. Apesar de o OE de L. viridis apresentar uma composi¢do quimica com

componentes maioritarios coincidentes com os de L. pedunculata, os dois OEs

51



Mecanismos de Ac¢do Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

originaram interag@es distintas quando misturados com a M. spicata. Assim, é possivel
concluir que o efeito sinergético entre os OEs ocorre com 0s compostos minoritarios dos

OEs de género Lavandula.

Na figura 17 sdo apresentados os valores de CMI relativos as misturas de OEs

do género Mentha.
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Figura 16 Valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) obtidos para as misturas entre os OEs de género
Mentha, face as estirpes microbianas testadas, representados em pL/mL.

As estirpes S. aureus LFG 1007 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram
maior sensibilidade a mistura, com valores de CMI de 0,19 pL/mL. O fenol carvacrol,
presente na composi¢do quimica de ambos os OEs, € um composto com elevado
potencial antimicrobiano (De Azeredo et al., 2011). Assim, o aumento da concentragdo
de carvacrol resultante da mistura pode estar relacionado com o aumento da eficacia
dos OEs, comparativamente com os resultados obtidos quando estes foram estudados

em isolado.

A mistura M. pulegium/M. spicata revelou elevado potencial bacteriostatico,
tendo sido obtido efeito aditivo entre os OEs apenas para quatro estirpes bacterianas.
Quando foi verificado efeito sinergético, observou-se que este era total, com valores de
FIC inferiores a 0,46 (tabela 19, Anexo ).

Alguns autores que utilizam a classificagédo da intera¢éo dos OEs de FIC < 0,75
como efeito sinergético também descrevem que valores de FIC acima de 2,0

representam efeito antagénico (Gallucci et al., 2009; Wang et al., 2018). A estirpe
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P. mirabilis como valor de CMI com FIC mais baixo 6,0 pL/mL. Esta concentracdo é o
dobro da concentracéo de cada OE em isolado face & mesma estirpe bacteriana. Assim,
€ possivel ponderar a ocorréncia de efeito antagonico entre os OEs face a esta estirpe.
Contudo, a hipétese de efeito aditivo ndo é totalmente afastada, devido a ter sido
necessaria menos concentracédo do OE de M. pulegium em mistura, comparativamente
com os resultados do OE em isolado. De modo a confirmar a interacao dos OEs face a
esta estirpe microbiana seria necessario a realizacdo de ensaios mais especificos para

a avaliacdo da viabilidade celular, tais como, microscopia de varrimento eletronico.

A interacdo entre os OEs é determinada recorrendo ao valor de FIC da mistura.
Assim, em termos comparativos, a eficacia da mistura € observada através da totalidade
dos valores FIC obtidos. Na figura 18 encontram-se os valores de FIC obtidos para todas
as misturas. As misturais mais promissoras foram as de C. nepeta/L. pedunculata,
C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as quais apenas nao apresentaram
efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Adicionalmente, mistura C. nepeta/M.

spicata apresentou efeito sinergético total face a maioria das estirpes bacterianas.

O efeito sinergético total e parcial foram ndo sé distinguidos pelos valores FIC
mas também pela diferenca de resultados de CMI. O efeito sinergético total foi
caracterizado pela diminui¢cdo significativa do valor de CMI de ambos os OEs em
mistura, comparativamente com o valor de CMI em isolado. Por outro lado, o efeito
sinergético parcial foi observado quando um OE diminuia drasticamente o valor de FIC

e o restante OE registava uma diminuicdo do valor de CMI pouco assentuada.
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B E. faccalis ATcC 29212 M S.aureus ATCC 29213 M S. aureus LFG 1007 S. epidermidis ATCC 12228 E. coli ATCC 25922 E. coli LFG 1003
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Figura 17 Valores de indice de concentracao inibitdria fracionada (FIC) obtidos nas diversas misturas de 6leos essenciais (OEs) face as estirpes bacterianas.
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5.5. Avaliacdo do potencial bactericida das misturas

No Anexo Il encontram-se os valores de CMB obtidos para as misturas
estudadas. Apesar do elevado potencial bacteriostatico, a maioria das misturas
apresentaram potencial bactericida reduzido. De modo geral, os valores de CMI néo
foram coincidentes com os valores de CMB. Estes resultados sugerem que o

mecanismo de ac¢do das misturas € maioritariamente bacteriostatico.

As misturas dos OEs M. pulegium e M. spicata apresentou o maior potencial
bactericida, comparativamente a totalidade das misturas testadas. Contudo, as misturas
apresentam mecanismo de acdo bactericida em concentracbes mais elevadas.
Adicionalmente, ndo foi possivel determinar os valores de CMB para ambos os OEs
isolados face a maioria das estirpes bacterianas testadas. Ao comparar estes resultados
€ possivel confirmar a ocorréncia de interacées entre os dois OEs de género Mentha

em estudo.

A mistura do OE de C. nepeta com os OEs de Mentha revelou elevado potencial
bactericida face a maioria das estirpes testadas. Em todas as estirpes onde foi possivel
determinar o valor de CMB foi verificado um aumento da concentracao relativamente ao
valor de CMI, o que sugere que o mecanismo de acdo da mistura € primeiramente

bacteriostético e apenas em concentra¢des mais elevadas causa a morte celular.

Na mistura C. nepeta/M.pulegium foi necessario testar misturas com maior
concentracdo de M. pulegium para obter efeito bactericida. Estes resultados sugerem
que o potencial bactericida da mistura é atribuido a um composto presente no M.

pulegium que pode ser potenciado por efeito sinergético com o OE de C. nepeta.

5.6. Avaliacéo da viabilidade celular por citometria de fluxo

Os ensaios de avaliacao da viabilidade foram realizados com vista a confirmacao
do efeito sinergético, através de citometria de fluxo e confirmados por microscopia de
epifluorescéncia. A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada através da reacéo dos
reagentes Anexina V e Pl com as células. Para o efeito, foi selecionada a mistura C.

nepeta/L. pedunculata devido aos valores de CMI reduzidos obtidos face a totalidade
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das estirpes bacterianas testadas. Foram selecionadas estirpes bacterianas com

propriedades fisicas distintas, e.g. composi¢do da membrana e tamanho celular.

Inicialmente, foi realizado um screening de popula¢des contaminantes no ensaio,
as quais foram sinalizadas e separadas dos resultados através do programa de
software. O controlo positivo de cada amostra foi obtido pela analise do tamanho celular,
em simultdneo com a separacédo das bactérias da amostra e das células contaminantes.
No Anexo Il apresentam-se o0s resultados relativos ao controlo positivo de todas as

estirpes bacterianas testadas.

Em todas as amostras de controlo positivo foi possivel definir um padrdo de
tamanho celular da populagdo. O controlo positivo de E. faecalis é constituido por dois
tipos de populagdo bacteriana, de acordo com o tamanho celular. Este resultado é
atribuido ao facto de os OEs volatilizarem durante o tempo de incubacdo, podendo
induzir algumas alteracdes das células. Este fenomeno foi também observado no
controlo positivo de E. coli LFG 1003, onde apenas foram detetadas cerca de 774

células, i.e., a volatilizacdo da mistura de OEs causou a perda de células viaveis.

Foi considerado que as células viaveis ndo apresentam dano na membrana.
Como a PS encontra-se dentro das células e estas ndo sdo permeaveis aos reagentes
utilizados, as células viaveis sdo negativas para a Anexina V e Pl (3° quadrante). No
inicio da apoptose ocorre alguma exposicao da PS, no entanto as células continuam
impermedaveis. Assim, as células em inicio de apoptose sao positivas para a Anexina V
e negativas para o Pl (4° quadrante). Nas células em apoptose e em morte celular ocorre
a exposicdo da PS e permeabilizacdo da membrana, originando num resultado positivo
para a Anexina V e PI (1° quadrante). Devido a o Pl apenas corar células permeaveis,
na microscopia de epifluorescéncia apenas foi possivel observar fluorescéncia em
células apoptéticas ou mortas (Engeland et al., 1998). Quando as células se encontram
no 2° quadrante, estas sdo positivas para o Pl e negativas para a Anexina V.
Consequentemente, as células apresentam membrana permeavel, contudo ndo ocorre
exposicdo de PS. Assim, ndo € possivel retirar conclusdes imediatas sobre a sua

viabilidade.

Os resultados relativos aos ensaios de viabilidade celular através de citometria
de fluxo assim como por microscopia de epifluorescéncia encontram-se no Anexo lll. Na
figura 19 encontram-se os resultados obtidos por citometria de fluxo assim como por

microscopia de epifluorescéncia obtidos nas concentra¢cdes mais baixas testadas.
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Figura 18 Resultados relativos a concentracdo de mistura mais baixa testada, obtidos por citémetria de fluxo e
microscopia de epifluorescéncia. A — gréfico de dispersao resultante de citdbmetria relativo a E. faecalis ATCC 29212;
B - gréafico de dispersao resultante de citometria relativo a S. aureus LFG 1007; C - grafico de dispersao resultante de
citbmetria relativo a E. coli LFG 1003; D — gréafico de dispersado resultante de citometria relativo a P. aeruginosa LFG
1002; E — microscopia de epifluorescéncia de E. faecalis ATCC 29212; F — microscopia de epifluorescéncia de S. aureus
LFG 1007; G — microscopia de epifluorescéncia de E. coli LFG 1003; H — microscopia de epifluorescéncia de
P. aeruginosa LFG 1002.

De modo geral, a concentracdo de mistura 6,0 uL/mL resultou na detecédo de
nameros reduzidos de células. Estes resultados indicam que a mistura de OEs induziu
a lise celular nos microrganismos, sendo obtidos fragmentos celulares, os quais nao
foram possiveis de detetar. Adicionalmente, em microscopia de epifluorescéncia onde
foi observada a presenga de um namero de células reduzido e com elevada intensidade
de fluorescéncia, a qual esta associada a fenomenos de condensacdo da cromatina
(Pietkiewicz et al., 2015). No ensaio de checkerboard esta concentragdo € igual ou
superior ao valor de CMB das estirpes bacterianas E. faecalis, E. coli LFG 1003 e P.
aeruginosa LFG 1002. Assim, € confirmado que a indugdo da morte celular, provocada

pela mistura, ocorre através da inducao da lise celular.

Nas concentracdes imediatamente inferiores a concentracdo 6 pL/mL foi
possivel observar o aumento do tamanho celular na maioria das células. Estes
resultados sugerem que um dos mecanismos associados ao potencial bacteriostatico
da mistura é a inducdo do aumento do tamanho celular, o qual pode resultar do aumento

da permeabilidade da membrana. E expectavel que a lise celular ocorra em
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consequéncia do aumento do volume celular. Contudo, durante a apoptose as células o
seu tamanho (Dockrell, 2001). Assim, este resultado pode também sugerir que esta

mistura, quando bactericida, causa a morte celular através de mecanismos de necrose.

Quando a estirpe E. faecalis ATCC 29212 foi tratada com a mistura foi possivel
observar o efeito sinergético entre os OEs. Contudo, a perda de eficicia da mistura de
OEs devido ao aumento da concentracdo sugere a existéncia de algum efeito
antagoénico entre os seus componentes. Em ensaio de checkerboard, esta concentracédo
apresentou 89% de inibicdo do crescimento microbiano através de turbidimetria e 82%
de segundo a atividade das enzimas desidrogenases. Contudo, estes resultados ndo
foram observados no equipamento estereoscopico. Deste modo, é ponderada a
hipotese de ter sido observado um precipitado de células mortas no equipamento

estereoscopico.

Todos os ensaios foram realizados em microplaca e em tubo, ndo tendo sido
detetadas diferencas entre os ensaios, a excec¢ao do controlo positivo de E. coli LFG
1003. Nesta estirpe bacteriana o controlo positivo realizado em tubo apresenta a
morfologia das células de E. coli. Contrariamente, 0 controlo positivo realizado em
microplaca apresenta células com uma morfologia diferente. A diferenca de resultados
obtida para os controlos estéa relacionada com a volatilizacdo dos OEs na microplaca,
0s quais podem criar uma atmosfera com uma concentracdo reduzida de OE. Face a
esta atmosfera, as células de E. coli LFG 1003 adotaram mecanismos de resisténcia
relacionados com a sua morfologia. Horvath et al. (2011) descrevem a plasticidade
morfolégica de E. coli como um dos mecanismos de resisténcia a fagécitos. De modo
concordante com os resultados obtidos, os autores relatam a ado¢do de uma morfologia

filamentosa.

Nas células de P. aeruginosa LFG foi também observado um mecanismo de
resisténcia aos OEs, no qual a célula diminuiu o seu tamanho celular. Adicionalmente,
as células viaveis apresentam um perfil onde é verificado o aumento da

impermeabilidade da membrana ao PI, o que néo foi observado nos restantes ensaios.

De modo semelhante as células de E. coli, 0 mecanismo de resisténcia por
plasticidade morfolégica é também descrito em estirpes de P. aeruginosa. Nesta estirpe
bacteriana, a alteracdo da morfologia da célula ocorre na sequéncia da formacao de
biofilmes bacterianos. Este fendmeno resulta na alteracdo na membrana citoplasmatica
e diminuicao da hidrofobicidade de células de P. aeruginosa (Flores-Mireles et al., 2015;
Yu et al., 2014).
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5.7. Avaliacdo da letalidade em Artemia salina

A determinacdo do valor de CLso foi realizada bom base nas curvas dose-
resposta obtidas nos ensaios de letalidade em Artemia salina, apresentadas na figura
20. Os valores de CLsg obtidos para cada OE e para o controlo positivo (dicromato de
potassio) apresentam-se no Anexo IV.
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Figura 19 Curvas dose-resposta obtidas nos ensaios de letalidade em Artemia salina. A — OE de C.
nepeta; B — OE de L. luisieri; C — OE de L. pedunculata; D — OE de L. viridis; E — OE de M. pulegium; F
— OE de M. spicata; G — OE de O. vulgare; H — Dicromato de potassio (K2CrOv).
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Os estudos de letalidade em Artemia salina sdo considerados procedimentos
Uteis para a realizacdo de um screening da toxicidade de compostos bioativos de plantas
e estabelecem uma correlacdo positiva com a dose letal em ratinhos (Carballo et al.,
2002; Déciga-Campos et al., 2007). Adicionalmente, estudos demonstraram que esta
metodologia pode também inferir sobre a genotoxicidade e citotoxicidade dos

compostos (Parra et al., 2001).

Os OEs em estudo apresentaram elevada letalidade face a A. salina,
apresentando valores compreendidos entre 35,0 e 213,6 pg/mL. De acordo com o indice
de toxicidade de Clarkson, valores de CLso superiores a 1000 pg/mL séo considerados
ndo toxicos, valores de CLso entre 500 e 1000 pg/mL sdo indicadores de toxicidade
moderada e valores inferiores a 100 pg/mL indicam toxicidade. Assim, é considerado
gue os OEs com valores de CLsg inferiores a 500 pug/mL apresentam toxicidade (Bastos
et al., 2009; Hamidi et al., 2014).

De modo geral, os OEs apresentaram valores de CLso indicadores de toxicidade
moderada face a A. salina. Contudo, estes apresentaram toxicidade inferior ao controlo

positivo em estudo, dicromato de potassio.

5.8. Avaliagdo da toxicidade “in vivo”

Os valores de DLso dos OEs, determinados segundo as normas OECD (2001),
apresentam-se na tabela 13. Globalmente, os OEs em estudo apresentaram toxicidade
reduzida em ratinhos Swiss. Durante o screening farmacol6gico de toxicidade aguda

nao foram observados sinais clinicos de toxicidade.

Comparativamente com os restantes OEs estudados, o OE de M. pulegium
apresentou maior toxicidade com valor de DLso de 550 mg/kg. A toxicidade deste OE
encontra-se fortemente relacionada com a sua elevada concentracdo em pulegona
(BozZovi¢ & Ragno, 2017).
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Tabela 13 Valores de DLso relativos aos 6leos essenciais em estudo obtidos em ensaios em ratinhos Swiss.

Oleos essenciais/Padrdo DLso (mg/kg)

C. nepeta n.d.

L. luisieri > 2000
L. pedunculata 2000
L. viridis > 2000
M. pulegium 550

M. spicata > 500
O. vulgare 2000

Legenda: n.d. — ndo determinado.

Os OEs de L. luisieri, L. pedunculata, L. viridis e O. vulgare apresentaram
toxicidade reduzida com valores de DLso iguais ou superiores a 2 000 mg/kg. Os OEs
de género Lavandula sdo reconhecidos pela sua baixa toxicidade. No entanto, os seus
potenciais efeitos toxicos podem encontrar-se relacionados com a sua constituicdo em
D-limoneno, geraniol, linalol e acetato de linalilo. No entanto, alguns estudos
demonstraram que o linalol, apos ingerido, € rapidamente conjugado, excluindo o risco

de toxicidade crénica (Chu & Kemper, 2005).
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6. Conclus®es e perspetivas futuras

Os Oleos essenciais em estudo apresentaram uma composicdo quimica
diversificada, sendo semelhante a elevada concentracdo em monoterpenos oxigenados.
O OE de C. nepeta apresentou como componentes maioritarios isopulegona (33,12%),
pulegona (21,72%), mentona (12,91%) e 1,8-cineol (9,35%). O 6leo essencial de L.
luisieri apresentou elevada composicdo em compostos derivados de necrodano,
nomeadamente, acetato de a-necrodilo (20,49%) e a-necrodol (8,38%). Este OE
apresentou também como componentes maioritarios 4-terpineol (15,88%), 1,8-cineol
(10,94%), B-cariofileno (5,78%) e isoborneol (5,73%). Os componentes maioritarios do
Oleo essencial de L. pedunculata foram fenchona (44,05%), canfora (20,90%), a-pineno
(5,52%) e limoneno (5,25%). O OE de L. viridis apresentou como componentes
maioritarios 1,8-cineol (49,17%), a canfora (12,36 %) e linalol (7.23 %). O OE de
M. pulegium apresentou apenas dois compostos maioritarios, nomeadamente, pulegona
(79,71%) e isomentona (4,90%). Os compostos maioritarios obtidos no OE de M. spicata
foram carvona (56,61%), 1,8-cineol (12,14%), mirceno (7,41%) e 4-terpineol (7,17%). O
OE de O. vulgare apresentou como compostos maioritarios y-terpineno (21,6%), timol
(20,8%), metil-timol (17,7%) e M-cimeno (13,0%).

De modo geral, os OEs em estudo revelaram um largo espetro de acéo
antimicrobiana, com capacidade inibitéria do crescimento bacteriano de estirpes
gram-positivas e gram-negativas. O screening do potencial antibacteriano dos OEs foi
realizado através de ensaios em meio sélido. Nesta metodologia, o OE de O. vulgare
apresentou maior eficacia, tendo sido verificada inibicdo total do crescimento das
estirpes testadas. Os OEs de C. nepeta, L. pedunculata, L. viridis e M. spicata
apresentaram maior eficacia face a estirpes gram-positivas. Este facto por estar
associado a diferenca na composicdo da membrana celular entre estirpes

gram-positivas e gram-negativas.

Nos métodos de determinagdo da atividade antimicrobiana por microdiluicao foi
possivel determinar os valores de CMI para a maioria dos OEs face as estirpes
bacterianas em estudo, comprovando o seu potencial bacteriostatico nas concentracdes
testadas. O OE de C. nepeta foi o que apresentou maior eficacia face a estirpes gram-
negativas com valores de CMI compreendidos entre 0,5 e 4,0 uL/mL. Os OEs de género
Lavandula apresentaram resultados muito diversificados, evidenciando a importancia da
concentracdo dos compostos quimicos aos quais € atribuido o potencial antimicrobiano.

O OE de L. luisieri foi distinguido dos restantes OEs de género Lavandula pela sua
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eficacia face a estirpes gram-positivas. Contrariamente, os OEs de L. pedunculata e L.
viridis apresentaram maior potencial inibitério do crescimento de estirpes gram-
negativas. Os OEs de género Mentha apresentaram os valores de CMI mais elevados,

compreendidos entre 2,0 e 5,0 pL/mL..

O OE de O. vulgare apresentou maior eficdcia na inibicdo do crescimento
bacteriano para todas as estirpes testadas, com valores de CMI compreendidos entre
1,5 e 3,0 pL/mL. O potencial antimicrobiano deste OE encontra-se diretamente

relacionado com a sua constituicdo em compostos fendlicos.

A maioria dos OEs ndo apresentaram potencial bactericida nas concentractes
testadas. Deste modo, é possivel concluir que o modo de acdo dos OEs assenta em
mecanismos maioritariamente bacteriostaticos. No entanto, nalguns casos foi possivel
observar que o mecanismo de agéo de antimicrobiana do OE foi totalmente bactericida.
O OE de L. luisieri foi o que apresentou maior potencial bactericida face as estirpes

microbianas testadas.

As misturas de dois OEs foram permitiram obter diminuicdes consideraveis dos
valores de CMI. As misturais mais promissoras foram as de C. nepeta/L. pedunculata,
C. nepeta/M. spicata e L. pedunculata/M. pulegium, as quais apenas nao apresentaram
efeito sinergético face a uma estirpe bacteriana. Adicionalmente, a mistura
C. nepeta/L. pedunculata apresentou maior potencial bactericida, sendo destacados os
resultados obtidos face as estirpes E. coli ATCC 25922 e S. enteritidis, com valores de
CMB de 2,03 e 2,125 pyL/mL, respetivamente.

E de salientar que quando foram misturados OEs com constituicdo quimica
semelhante foi verificado o aumento de interacfes aditivas entre os OEs.
Adicionalmente, estas misturas apresentaram reduzido potencial bactericida. Estes
resultados evidenciam a importédncia dos componentes minoritarios na inibicdo do

crescimento bacteriano.

Os ensaios em citometria de fluxo permitiram confirmar a veracidade dos ensaios
em checkerboard, assim como inferir sobre os principais mecanismos de ag&o dos OEs.
Na concentragdo mais elevada da mistura verificou-se a ocorréncia de lise celular nas
quatro estirpes bacterianas testadas. A concentracdo correspondente ao valor de CMI
da mistura induziu altera¢cdes morfologicas nas células. Foi também possivel observar
mecanismos de resisténcia nas populagdes de E. coli LFG 1003 e P. aeruginosa LFG

1002, quando submetidas a uma atmosfera com uma concentracéo reduzida de OE.
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Na avaliacdo da toxicidade dos Oleos essenciais face a Artemia salina, os OEs
em estudo apresentaram toxicidade com valores de CLsp compreendidos entre
35 < ClLsp < 214 pg/mL. Assim, é crucial a reducéo da concentracao de OE a utilizar para
fins fitoterapéuticos. Nesta perspetiva, as misturas de OE apresentam uma solucdo
sustentavel na utilizacdo de OEs eficazes como antimicrobianos e com concentracao

reduzida, reduzindo o risco de efeitos adversos.

Na avaliacdo da toxicidade «in vivo», os valores de DLsy foram de 550 mg/kg
para o OE de M. pulegium, sendo este o OE que apresentou maior toxicidade quando
testado em ratinhos Swiss. Para o OE de M. spicata, observou-se um valor de DLso
superior a 500 mg/kg e para os restantes OEs em estudo, o valor de DLsy observado foi
igual ou superior a 2000 mg/kg, sugerindo a sua baixa toxicidade.

Assim, € possivel concluir que os OEs e misturas destas plantas autéctones do
Alentejo apresentaram propriedades promissoras como agentes antimicrobianos
naturais. Os resultados obtidos sugerem a possivel utilizacdo destes OEs como agentes
fitofarmacéuticos, todavia, € necesséario aprofundar o conhecimento sobre as

propriedades biolégicas dos mesmos.

No sentido de aprofundar o conhecimento sobre as propriedades biol6gicas dos

OEs em estudo, seria revelante prosseguir os seguintes estudos:

- Avaliar o mecanismo de acao exato de OEs e misturas em ensaios de microscopia de

varrimento eletronico, com vista a determinacéo da especificidade dos mesmos;
- Proceder a avaliacdo antimicrobiana de OEs de épocas diferentes;
- Avaliar o potencial analgésico e antioxidante de misturas de OEs.

- Realizar ensaios de toxicidade de misturas de OEs em A. salina e ratinhos.
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8. Anexos

I. Avaliacdo do efeito sinergético das misturas de OEs

Tabela 14 Valores de indice de concentragdo inibitdria fracionada (FIC) e interacdo entre os Oleos
essenciais, do género Lavandula e de C. nepeta.

Microrganismo | Oleo essencial misturado FIC Interacéo
. L. luisieri 1,25 Aditivo
E:I'?gcggglz L. pedunculata 0,35 Sinergético total
L. viridis 0,52 Sinergético total
L. luisieri 0,52 Sinergético total
S. aureus L. pedunculata 0,51 Sinergético total
ATCC 29213 — . . :
L. viridis 0,70 Sinergético parcial
S. aureus L. pedunculata 0,04  Sinergético total
LFG 1007 L. viridis 1,03 Aditivo
S. epidermidis L. luisieri 1,10 Aditivo
ATCC 12228 L. pedunculata 0,41 Sinergético total
E. coli L. luisieri 1,04 Aditivo
ATCC 25922 L. pedunculata 0,96 Aditivo
E. coli L. luisieri 0,79 Aditivo
LFG 1003 L. pedunculata 0,54  Sinergético total
M. morganii L. luisieri 0,51 Sinergético total
LFG 08 L. pedunculata 0,53 Sinergético total
P. aeruginosa L. pedunculata 0,54 Sinergético total
ATCC 27853
P. aeruginosa L. pedunculata 0,58 Sinergético parcial
LFG 1002 L. viridis 0,46  Sinergético total
P. mirabilis L. luisieri 2,47 Aditivo
LFG 1004 L. pedunculata 0,51 Sinergético total
S. enteritidis L. luisieri 0,64 Sinergético parcial
LFG 1005 L. pedunculata 0,16 Sinergético total
S. typhimurium | L. luisieri 0,71 Sinergético parcial
LFG 1006 L. pedunculata 0,65 Sinergético parcial
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Tabela 15 Valores de indice de concentragdo inibitéria fracionada (FIC) e interagdo entre os Oleos
essenciais, do género Mentha e de C. nepeta.

Oleo essencial

Microrganismo misturado FIC Interagéo

E. faecalis M. pulegium 0,51 Sinergético total
ATCC 29212 M. spicata 0,50  Sinergético total
S. aureus M. pulegium 0,46  Sinergético total
ATCC 29213 M. spicata 0,58 Sinergético parcial
S. aureus M. pulegium 0,40 Sinergético total
LFG 1007 M. spicata 0,26  Sinergético total
S. epidermidis M. pulegium 0,53 Sinergeético total
ATCC 12228 M. spicata 0,53  Sinergético total
E. coli M. pulegium 0,81 Aditivo
ATCC 25922 M. spicata 0,20 Sinergeético total
E. coli M. pulegium 1,13 Aditivo

LFG 1003 M. spicata 0,44  Sinergético total
M. morganii M. pulegium 1,03 Aditivo

LFG 1008 M. spicata 1,73 Aditivo

P. aeruginosa M. pulegium 0,75 Sinergético parcial
ATCC 27853 M. spicata 0,51 Sinergeético total
P. aeruginosa M. pulegium 0,04 Sinergético total
LFG 1002 M. spicata 0,53  Sinergético total
P. mirabilis M. pulegium 0,51 Sinergeético total
LFG 1004 M. spicata 0,57 Sinergético parcial
S. enteritidis M. pulegium 0,24  Sinergético total
LFG 1005 M. spicata 0,63 Sinergético parcial
S. typhimurium M. pulegium 0,67 Sinergético parcial
LFG 1006 M. spicata 0,20  Sinergético total

Tabela 16 Valores de indice de concentragdo inibitoria fracionada (FIC) e interagdo entre os Oleos
essenciais de C. nepeta e O. vulgare.

Microrganismo FIC Interacdo

E. faecalis ATCC 29212 0,36  Sinergético total
S. aureus ATCC 29213 0,50 Sinergético total
S. aureus LFG 1007 0,93 Aditivo

S. epidermidis ATCC 12228 | 0,41  Sinergético total
E. coli ATCC 25922 0,64 Sinergético parcial
E. coli LFG 1003 1,27 Aditivo

M. morganii LFG 1008 0,95 Aditivo

P. aeruginosa ATCC 27853 | 0,17  Sinergético total
P. aeruginosa LFG 1002 1,36 Aditivo

P. mirabilis LFG 1004 0,94 Aditivo

S. enteritidis LFG 1005 0,24  Sinergético total
S. typhimurium LFG 1006 0,20  Sinergético total
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Tabela 17 Valores de indice de concentragdo inibitéria fracionada (FIC) e interacdo entre os 6leos

essenciais de L. pedunculata e L. viridis.

VWL T T TOTZMMOVOMOMM

Microrganismo

Lamiaceae

. faecalis ATCC 29212
. aureus ATCC 29213
. aureus LFG 1007
. epidermidis ATCC 12228
. coli ATCC 25922
. coli LFG 1003

. morganii LFG 08
. aeruginosa ATCC 27853
. aeruginosa LFG 1002

. mirabilis LFG 1004
. enteritidis LFG 1005

. typhimurium LFG 1006

FIC

0,69
0,50
0,38
0,58
1,08
0,71
1,00
0,83
0,18
1,33
1,00
0,69

Interacdo

Sinergético parcial
Sinergético total
Sinergético total

Sinergético parcial

Aditivo
Sinergético parcial
Aditivo
Aditivo
Sinergético total
Aditivo
Aditivo
Sinergético parcial

Tabela 18 Valores de indice de concentracdo inibitoria fracionada (FIC) e interagdo entre os Oleos
essenciais de género Lavandula e de género Mentha.

Microrganismo

E. faecalis
ATCC 29212

S. aureus
ATCC 29213

S. aureus
LFG 1007

S. epidermidis
ATCC 12228

E. coli
ATCC 25922

E. coli
LFG 1003

M. morganii
LFG 1008

Oleo essencial de

Lavandula
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis
. pedunculata
. pedunculata
. viridis

rrrrrrrr\rr/r-rO- -\

E4E4ENE4E4EGENEGENEGIEG EIEGEIE YA

Oleo essencial

de Mentha

. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata

FIC

0,67
0,46
1,08
0,69
0,71
0,68
0,02
0,21
3,00
0,35
0,35
1,00
1,01
0,83
1,25
0,51
0,70
1,00
0,54
0,33
0,62

Interacéo

Sinergético parcial
Sinergético total
Aditivo
Sinergético parcial
Sinergético parcial
Sinergético parcial
Sinergético total
Sinergético total
Aditivo
Sinergético total
Sinergético total
Aditivo
Aditivo
Sinergético parcial
Aditivo
Sinergético total
Sinergético parcial
Aditivo
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético parcial
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Tabela 18 Valores de indice de concentragdo inibitéria fracionada (FIC) e interagdo entre os Oleos
essenciais de género Lavandula e de género Mentha (continuagéo).

Microrganismo

P. aeruginosa
ATCC 27853

P. aeruginosa
LFG 1002

P. mirabilis
LFG 1004

S. enteritidis
LFG 1005

S. typhimurium
LFG 1006

Oleo essencial de

| o Y e e Y N N Y e Y Y

Lavandula

. pedunculata
. pedunculata
. pedunculata
. pedunculata
. viridis

. pedunculata
. pedunculata
. viridis

. pedunculata
. pedunculata
. viridis

. pedunculata
. pedunculata
. viridis

Oleo essencial

EYENYEYE4E4EAEGEGEGEGEGEGES

de Mentha

. pulegium
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata
. pulegium
. Spicata
. Spicata

FIC

0,17
0,35
0,03
0,08
0,03
0,54
0,54
0,83
0,67
0,54
1,00
0,52
0,72
0,58

Interacao

Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético parcial
Sinergético parcial
Sinergético total
Aditivo
Sinergético total
Sinergético parcial
Sinergético parcial

Tabela 19 Valores de indice de concentracdo inibitoria fracionada (FIC) e interacdo entre os Oleos
essenciais de género Mentha.

Microrganismo

. faecalis ATCC 29212
. aureus ATCC 29213

. aureus LFG 1007
. epidermidis ATCC 12228
. coli ATCC 25922

. coli LFG 1003

VWwWTVTTOT T MMWOVOMVOLM

. morganii LFG 1008

. aeruginosa ATCC 27853
. aeruginosa LFG 1002

. mirabilis LFG 1004
. enteritidis LFG 1005

. typhimurium LFG 1006

FIC

0,92
0,46
0,08
0,05
1,50
1,00
0,26
0,06
0,10
2,00
0,34
0,42

Interacao

Aditivo

Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Aditivo
Aditivo
Sinergético total
Sinergético total
Sinergético total
Aditivo
Sinergético total
Sinergético total
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II. Avaliacdo do potencial bactericida das misturas

Tabela 20 Valores de concentracdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para as
misturas do OE de C. nepeta com OEs de género Lavandula face as estirpes bacterianas testadas.

CMB (pL/mL)

C. nepetall. luisieri C. nepetal/L. pedunculata C. nepetall. viridis

[C. nepeta] [L.luisieri] [C.nepeta] |[L.pedunculata] [C. nepeta] [L. viridis]

E. faecalis > 3,0 > 3,0 2,0 1,0 2,0 3,0
ATCC 29212

S. aureus 3,0 1,0 3,0 3,0 2,0 3,0
ATCC 29213

S. aureus n.d. n.d. >4,0 >4,0 > 3,0 > 3,0
LFG 1007

S. epidermidis 1,0 3,0 3,0 3,0 n.d. n.d.
ATCC 12228

E. coli > 3,0 > 3,0 2,0 0,03 n.d. n.d.
ATCC 25922

E. coli >3,0 > 3,0 3,0 3,0 n.d. n.d.
LFG 1003

M. morganii > 3,0 > 3,0 >4,0 >4,0 n.d. n.d.
LFG 1008

P. aeruginosa n.d. n.d. >4,0 >4,0 n.d. n.d.
ATCC 27853

P. aeruginosa n.d. n.d. 15 3,0 3,0 3,0
LFG 1002

P. mirabilis >3,0 >3,0 >4,0 >4,0 n.d. n.d.
LFG 1004

S. enteritidis >3,0 >3,0 0,125 2,0 n.d. n.d.
LFG 1005

S. typhimurium >3,0 >3,0 >4,0 >4,0 n.d. n.d.
LFG 1006

Legenda: n.d. — ndo determinado.
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Tabela 21 Valores de concentragdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para as
misturas do OE de C. nepeta com OEs de género Mentha face as estirpes bacterianas testadas.

CMB (uL/mL)

C. nepeta/M. pulegium

C. nepeta/M. spicata

[C. nepeta] [M. pulegium] [C. nepeta] [M. spicata]
E. faecalis > 3,0 > 3,0 2,0 2,0
ATCC 29212
S. aureus 2,0 0,5 >4,0 >4,0
ATCC 29213
S. aureus 0,03 4,0 3,0 3,0
LFG 1007
S. epidermidis 0,03 4,0 4,0 4,0
ATCC 12228
E. coli 0,5 2,0 0,5 0,25
ATCC 25922
E. coli 0,5 4,0 2,0 0,125
LFG 1003
M. morganii >4,0 > 4,0 > 4,0 >4,0
LFG 08
P. aeruginosa >4,0 >4,0 >4,0 >4,0
ATCC 27853
P. aeruginosa 0,02 2,0 4,0 4,0
LFG 1002
P. mirabilis >4,0 >4,0 4,0 4,0
LFG 1004
S. enteritidis 0,5 2,0 0,5 4,0
LFG 1005
S. typhimurium >4,0 >4,0 >4,0 >4,0
LFG 1006

Tabela 22 Valores de concentragdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para a
mistura do OE de C. nepeta com o OE de O. vulgare face as estirpes bacterianas testadas.

CMB (pL/mL)

[C. nepeta] [O. vulgare]
E. faecalis ATCC 29212 >4,0 >4,0
S. aureus ATCC 29213 4,0 1,0
S. aureus LFG 1007 >40 >4,0
S. epidermidis ATCC 12228 4.0 2,0
E. coli ATCC 25922 0,03 4,0
E. coli LFG 1003 4,0 0,03
M. morganii LFG 1008 >40 >40
P. aeruginosa ATCC 27853 > 4,0 >4,0
P. aeruginosa LFG 1002 > 4,0 > 4,0
P. mirabilis LFG 1004 >4,0 >4,0
S. enteritidis LFG 1005 4,0 0,5
S. typhimurium LFG 1006 > 4,0 >4,0
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Tabela 23 Valores de concentragdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para a
mistura do OE de L. pedunculata com o OE de L. viridis face as estirpes bacterianas testadas.

CMB (pL/mL)

[L. pedunculata] [L. viridis]
E. faecalis ATCC 29212 >3 >3
S. aureus ATCC 29213 3,0 2,0
S. aureus LFG 1007 >3 >3
S. epidermidis ATCC 12228 3,0 3,0
E. coli ATCC 25922 >3 >3
E. coli LFG 1003 >3 >3
M. morganii LFG 1008 >3 >3
P. aeruginosa ATCC 27853 0,5 1,5
P. aeruginosa LFG 1002 3,0 1,0
P. mirabilis LFG 1004 >3 >3
S. enteritidis LFG 1005 >3 >3
S. typhimurium LFG 1006 >3 >3

Tabela 24 Valores de concentragdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para a
mistura de OEs de género Lavandula com OEs de género Mentha face as estirpes bacterianas testadas.

L. pedunculata/M. pulegium

CMB (uL/mL)
L. pedunculata/M. spicata

L. viridis/M. spicata

[L. pedunculata] [M. pulegium] @ [L.pedunculata] @ [M. spicata] [L. viridis] @ [M. spicata]
E. faecalis >4,0 >4,0 3,0 1,5 > 3,0 > 3,0
ATCC 29212
S. aureus 0,03 4,0 1,5 3,0 1,0 3,0
ATCC 29213
S. aureus >4,0 >4,0 >3,0 >3,0 > 3,0 > 3,0
LFG 1007
S. epidermidis 2,0 4,0 0,5 15 3,0 2,0
ATCC 12228
E. coli 2,0 2,0 >3,0 >3,0 > 3,0 > 3,0
ATCC 25922
E. coli > 3,0 > 3,0 3,0 2,0 3,0 1,0
LFG 1003
M. morganii >3,0 >3,0 >3,0 >3,0 > 3,0 > 3,0
LFG 1008
P. aeruginosa >3,0 >3,0 >3,0 >3,0 n.d. n.d.
ATCC 27853
P. aeruginosa 1,5 0,06 1,5 0,06 >3,0 >3,0
LFG 1002
P. mirabilis >3,0 >3,0 3,0 3,0 >3,0 >3,0
LFG 1004
S. enteritidis > 3,0 > 3,0 3,0 15 > 3,0 > 3,0
LFG 1005
S. typhimurium > 3,0 >3,0 3,0 3,0 3,0 2,0
LFG 1006

Legenda: n.d. — ndo determinado.

87



Mecanismos de Ac¢éo Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

Tabela 25 Valores de concentragdo minima bactericida (CMB), representados em pL/mL, obtidos para a
mistura de OEs de género Mentha face as estirpes bacterianas testadas.

CMB (pL/mL)

[M. pulegium] [M. spicata]

E. faecalis ATCC 29212 3,0 2,0
S. aureus ATCC 29213 0,25 4,0
S. aureus LFG 1007 4,0 2,0
S. epidermidis ATCC 12228 4,0 1,0
E. coli ATCC 25922 0,02 4,0
E. coli LFG 1003 4,0 0,5
M. morganii LFG 1008 >4,0 >4,0
P. aeruginosa ATCC 27853 0,06 2,0
P. aeruginosa LFG 1002 4,0 0,5
P. mirabilis LFG 1004 4,0 2,0
S. enteritidis LFG 1005 2,0 2,0
S. typhimurium LFG 1006 >40 >40
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lll. Avaliacdo da viabilidade celular
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Figura 20 Determinacdo do controlo positivo, em ensaio de citdbmetria de fluxo, recorrendo ao
tamanho celular da amostra. As zonas a verde representam a populagdo bacteriana em estudo,
enquanto as zonas a vermelho representam a populagdo contaminante. A — Controlo positivo de
E. faecalis ATCC 29212; B — Controlo positivo de S. aureus LFG 1007; C — Controlo positivo de E. coli
LFG 1003; D — Controlo positivo de P. aeruginosa LFG 1002.
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Figura 21 Avaliagdo da viabilidade celular em citometria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face a
estirpe E. faecalis ATCC 29212. A — Concentragéo 3,0 pL/mL de C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata; B —
Concentracéo 1,0 uL/mL de C. nepeta e 1,0 uL/mL de L. pedunculata; C —Concentracdo 1,0 pL/mL de C. nepeta
e 0,06 pL/mL de L. pedunculata; (a) — grafico de dispersdo segundo a viabilidade celular; (b) — histograma
segundo a viabilidade celular; (c) — gréafico de dispersdo segundo o tamanho celular; (d) — histograma relativo
ao tamanho celular.

Tabela 26 Avaliacdo da viabilidade celular da mistura C. nepetal/L. pedunculata, face a estirpe E. faecalis
ATCC 29212.

[C. nepeta]/[L. pedunculata] Células Células em inicio Células
(uL/mL) viaveis (%) de apoptose (%) apoptoéticas (%)
3,0/3,0 0 3,4 96,6
1,0/1,0 55,8 11,6 31,2
1,0/0,06 14,2 23,7 59,2
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Figura 22 Avaliacdo da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescéncia da mistura C. nepetal/L.
pedunculata face a estirpe E faecalis ATCC 29212. A — Controlo positivo; B — Concentragdo 1,0 pL/mL de
C. nepeta e 1,0 pL/mL de L. pedunculata; C — Concentragdo 1,0 pL/mL de C. nepeta e 0,06 pL/mL de
L. pedunculata; (a) — células em fluorescéncia, utilizando PI como fluorocromo (b) — células ndo submetidas

a radiacéo fluorescente.
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Figura 23 Avaliagdo da viabilidade celular em citémetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face a estirpe
S. aureus LFG 1007. A — Concentracéo 3,0 uL/mL de C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata; B — Concentragdo 1,0
pL/mL de C. nepeta e 1,0 uL/mL de L. pedunculata; C —Concentracao 1,0 uL/mL de C. nepeta e 0,06 puL/mL de
L. pedunculata; (a) — grafico de dispersao segundo a viabilidade celular; (b) — histograma segundo a viabilidade celular;
(c) — gréfico de dispersdo segundo o tamanho celular; (d) — histograma relativo ao tamanho celular.

Tabela 27 Avaliagdo da viabilidade celular da mistura C. nepetal/L. pedunculata, face a estirpe S. aureus

LFG 1007.
[C. nepeta]/[L. pedunculata] Células Células em inicio Células
(uL/mL) viaveis (%) de apoptose (%) apoptoéticas (%)
3,0/3,0 0 0 92,3
1,0/1,0 4,9 3,4 90,7
1,0/0,06 29,1 13,1 54,2
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Figura 24 Avaliacdo da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescéncia da mistura C. nepetal/L.
pedunculata face a estirpe S. aureus LFG 1007. A — Controlo positivo; B — Concentracao 3,0 pL/mL de
C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata; C — Concentracdo 1,0 pL/mL de C. nepeta e 0,06 pL/mL de
L. pedunculata; (a) — células em fluorescéncia, utilizando Pl como fluorocromo (b) — células n&o

submetidas a radiacao fluorescente.
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Figura 25 Avaliacdo da viabilidade celular em citdmetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face
a estirpe E. coli LFG 1003. A — Concentragéo 3,0 uL/mL de C. nepeta e 3,0 uL/mL de L. pedunculata; B —
Concentracdo 1,5 pL/mL de C. nepeta e 1,5 pL/mL de L. pedunculata; C — Concentracao 0,5 pL/mL de
C. nepeta e 1,5 pL/mL de L. pedunculata; (a) — gréafico de dispersao segundo a viabilidade celular; (b) —
histograma segundo a viabilidade celular; (c) — gréfico de dispersdo segundo o tamanho celular; (d) —
histograma relativo ao tamanho celular.

Tabela 28 Avaliacdo da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face a estirpe E. coli
LFG 1003.

[C. nepeta]/[L. pedunculata] Células Células em inicio Células
(uL/mL) viadveis (%) de apoptose (%) apoptoéticas (%)
3,0/3,0 0 0 100
1,5/1,5 0 0 100
0,5/1,5 3,1 4,0 90,7

94



Mecanismos de Ac¢éo Antimicrobiana de Oleos Essenciais de Plantas Condimentares de Familia
Lamiaceae

(b)
A
50 um
(b)
B B
(b)
C
3 (b)
> D

Figura 26 Avaliacdo da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescéncia da mistura
C. nepeta/L. pedunculata face a estirpe E. coli LFG 1003. A — Controlo positivo em tubo; B — Controlo
positivo em microplaca; C — Concentracdo 3,0 uL/mL de C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata; D —
Concentragdo 1,0 uL/mL de C. nepeta e 0,06 pL/mL de L. pedunculata; (a) — células em fluorescéncia,
utilizando PI como fluorocromo (b) — células ndo submetidas a radiagao fluorescente.
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Figura 27 Avaliacdo da viabilidade celular em citémetria de fluxo da mistura C. nepeta/L. pedunculata face a
estirpe P. aeruginosa LFG 1002. A — Concentrac¢éo 3,0 uL/mL de C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata;
B — Concentracéo 1,0 pL/mL de C. nepeta e 1,0 uL/mL de L. pedunculata; C — Concentrac¢éo 0,25 pL/mL de
C. nepeta e 0,5 pL/mL de L. pedunculata; (a) — grafico de dispersdo segundo a viabilidade celular; (b) —
histograma segundo a viabilidade celular; (c) — grafico de dispersdo segundo o tamanho celular; (d) —
histograma relativo ao tamanho celular.

Tabela 29 Avaliacéo da viabilidade celular da mistura C. nepeta/L. pedunculata, face a estirpe P. aeruginosa
LFG 1002.

[C. nepeta]/[L. pedunculata] Células Células em inicio Células
(uL/mL) viaveis (%) de apoptose (%) apoptéticas (%)
3,0/3,0 0 43,5 56,5
1,0/1,0 0 45,0 55,0
0,25/0,5 17,0 18,5 64,1
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Figura 28 Avaliagdo da viabilidade celular em miscroscopia de epifluorescéncia da mistura C. nepeta/L.
pedunculata face a estirpe P. aeruginosa LFG 1002. A — Controlo positivo em tubo; B — Concentragéo
3,0 pL/mL de C. nepeta e 3,0 pL/mL de L. pedunculata; C — Concentracdo 0,25 puL/mL de C. nepeta e
0,5 pL/mL de L. pedunculata; (a) — células em fluorescéncia, utilizando Pl como fluorocromo (b) —
células ndo submetidas a radiagao fluorescente.
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IV Avaliagc&o da toxicidade em Artemia salina

Tabela 30 Valores de CLso obtidos para os 6leos essenciais e o controlo positivo nos ensaios de
letalidade de Artemia Salina.

Oleos essenciais/Padrdo  CLso (ug/mL)

C. nepeta 2136 £ 2,0
L. luisieri 208,6 + 4,3
L. pedunculata 213,2+3,2
L. viridis 1916+1,6
M. pulegium 134,7 £ 6,7
M. spicata 1920+2,4
O. vulgare 350+1,7

K2CrO~ 25,3+0,9
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