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O presente artigo buscou avaliar os efeitos antibacterianos da tintura de sucupira e tintura
de orégano frente a cepas de Escherichia Coli. A analise foi realizada utilizando o método de
difusdo em Aagar para confirmar a eficacia antibacteriana das tintura. Foram embebidos 3
discos na porcentagem de 100% tintura de orégano, 3 discos na porcentagem de 100%
tintura de sucupira, 2 discos na porcentagem de 90% tintura de orégano e 10% tintura de
sucupira, 2 discos na porcentagem de 90% tintura de sucupira e tintura de 10% oregano, 2
discos na porcentagem de 70% tintura de orégano e 30% tintura de sucupira, 2 discos na
porcentagem de 70% tintura de sucupira e 30% tintura de orégano, e 4 discos na
porcentagem de 50% tintura de orégano e 50% tintura de sucupira. Os resultados
demonstraram efeito antibacteriano e sinérgico das tinturas ao realizar a combinacdo de
50% tintura de orégano e 50% tintura de sucupira.
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1 INTRODUCAO
O uso de antimicrobianos é uma pratica amplamente difundida na medicina,

oferecendo tratamentos eficazes para uma variedade de infec¢des bacterianas, virais,
flngicas e parasitarias, segundo a Organizacdo Mundial da Saude. No entanto, o uso
inadequado e excessivo desses medicamentos tem levado a um crescente problema de
resisténcia antimicrobiana (RAM), uma das maiores ameacas a saude publica no século XXI
(O’NEILL, 2016).

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando os microrganismos, como bactérias,
desenvolvem a capacidade de resistir aos efeitos dos antimicrobianos, tornando os
tratamentos menos eficazes ou mesmo ineficazes (VENTOLA, 2015).

Essa resisténcia pode estar conectada ao uso de doses terapéuticas e
subterapéuticas de antibiéticos em animais de criacdo, bem como a inclusdo de aditivos nas
racdes para estimular o crescimento desses animais. Além disso, esta também associada a
utilizacdo indiscriminada de antibidticos em comunidades e em hospitais (DOS SANTOS,
2023).

A Organizacdo Mundial da Saude afirma que a pesquisa e o desenvolvimento de
novos antimicrobianos sdo fundamentais para garantir a disponibilidade continua de op¢des
de tratamento eficazes.

O uso de extratos com acdo antimicrobiana resulta da capacidade de combater
bactérias como a E.Coli. Considerados como aditivos, os produtos extraidos das plantas
possuem uma variedade de efeitos benéficos ao animal. Segundo HASHEMI & DAVOODI
(2011), beneficiando o desempenho animal; modificando a microbiota intestinal por meio
do controle de agentes patogénicos, melhorando a capacidade digestiva do intestino
delgado, devido ao efeito colateral indireto dos fitogénicos de estabilizar a populacao
microbiana no trato gastro intestinal, estimulando também a producdo de enzimas
digestivas e a circulagao sanguinea, inibindo a oxidagao de moléculas, reduzindo a pressao
bacteriana, fungica e parasitaria no trato gastrointestinal, e assim, melhorando a imunidade
e absorcao de nutrientes pelas aves.

BONA et al. (2012), demonstrou que frangos de corte contaminados com Salmonella
Enteritidis e alimentados com dietas contendo 0,1g/kg de uma mistura comercial, a base de
6leos essenciais de orégano (carvacrol), alecrim (cineol), canela (cinemaldeido) e extrato de

pimenta vermelha (capsaicina), apresentaram maior altura de vilos e maior relacdo



vilo/cripta do duodeno em relagdo ao grupo controle aos 24 dias de idade, sugerindo maior
capacidade de absorcdo dos nutrientes e maior capacidade de renovacao celular.

No estudo conduzido por Pereira, que tinha como objetivo avaliar a capacidade
antimicrobiana de trés distintas amostras de tintura derivadas da planta Hymenaea courbaril
contra a bactéria Escherichia coli, foi empregado o método de difusdo em agar para
confirmar a eficacia antibacteriana da tintura. Com base nos experimentos realizados, os
resultados indicaram que a tintura teve a capacidade de inibir o crescimento da bactéria,
resultando em halos de inibicdo com uma medida média de cerca de 11 mm.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais de tintura de Lippia origanoides e Pterodon
emarginatus frente a Escherichia Coli, individualmente e combinadas, a fim de ampliar as
opc¢Oes de combate contra a bactéria, para diminuir o uso de antimicrobianos que relatam

resisténcia bacteriana ou que podem vir a causar resisténcia bacteriana.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 E.Coli

A Escherichia Coli (E.Coli) é uma bactéria gram-negativa que tem sido objeto de
extenso estudo devido a sua ampla distribuicdo em diferentes ambientes, incluindo tratos
intestinais de humanos e animais (BLOUNT, 2017). Sua célula é envolta por uma membrana
plasmatica que delimita o citoplasma, onde ocorrem as principais atividades metabdlicas(
SILHAVY, 2010).

A Escherichia coli é um enteropatdégeno de relevancia, desencadeando surtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTA) em ambito global. De acordo com a ANVISA
(2019), a E. coli figura como o sexto patégeno mais comumente identificado em casos de
bacteremias hospitalares, apresentando 596 isolados resistentes. Além disso, em unidades
de terapia intensiva (UTI) para adultos no Brasil, essa bactéria também é associada a
infeccdes do trato urindrio (ITU), com 2639 isolados resistentes.

J4 em aves, a Escherichia Coli é responsdavel por causar colibacilose, septicemia e
aerossaculite, sendo uma das principais causas de condenag¢des de carca¢as na industria da
carne avicola (SANTOS, 2019). Em um estudo realizado por Lima e colaboradores, durante o

periodo de 2012 a 2019, encontraram o valor de 4,52% de carcagas condenadas por



septicemia, causadas pela E.coli, bactéria gram-negativa, causadora de infeccGes
principalmente em aves jovens, podendo ocorrer também transmissdao vertical por

contaminagao da casca do ovo.

2.2 Resisténcia Antibacteriana

O tratamento das infeccOes invasivas causadas pela E. coli geralmente envolve o uso
de antibidticos de amplo espectro, conforme recomendado pelo "Infectious Diseases Society
of America Clinical". Entre as opc¢bOes recomendadas encontram-se as cefalosporinas e
qguinolonas. No entanto, nos ultimos tempos, tem ocorrido um aumento na incidéncia de
resisténcia a esses antimicrobianos, constituindo um significativo desafio para a saude
publica.

Em paises desenvolvidos, essa resisténcia pode estar conectada ao uso de doses
terapéuticas e subterapéuticas de antibiéticos em animais de criacdo, bem como a inclusdo
de aditivos nas ragGes para estimular o crescimento desses animais (DOS SANTOS, 2023)

Nos paises em desenvolvimento, essa resisténcia estd associada a utilizacdo
indiscriminada de antibiéticos em comunidades e em hospitais (DOS SANTOS, 2023). No que
diz respeito aos animais, apesar dos esforcos para reduzir a utilizacdo inadequada, ainda
ocorre a inclusdao de antibidticos ou compostos contendo moléculas presentes em
antimicrobianos na alimentacdo animal. Isso é feito com o objetivo de aprimorar o
desempenho e aumentar a produtividade dos animais, ou ainda para prevenir problemas

nas fases iniciais de vida dos mesmos (JAYOL, 2017).

2.3 Extrato Vegetal

A Pharmacopoeia of the People's Republic of China (2020 edition) define extratos
vegetais como produtos obtidos pela extracdo apropriada das partes das plantas usando
solventes adequados. Segundo Trease and Evans' Pharmacognosy (Evans, 2009), um texto
amplamente utilizado na area farmacéutica, pode-se citar como exemplo, as tinturas;
consideradas um tipo de extrato vegetal preparadas dissolvendo as partes da planta em

solventes como alcool etilico.



2.4 Efeito Antimicrobiano de Extratos Vegetais

Segundo o Maia (2020), foi evidenciado que as biomoléculas que apresentam
capacidade de efeito antimicrobiano, rompem a integridade da membrana celular e facilitam
a liberacdo de componentes intracelulares vitais e inibem enzimas alvo.

Entende-se que a maioria dos extratos vegetais consiga atividade antimicrobiana ao
interagir com processos associados a membrana celular bacteriana, incluindo
transporte de elétrons, gradientes de ions, transloca¢do de proteinas, fosforilagcdao e outras
reacOes dependentes de enzimas (FERREIRA, 2022)

Assim é o caso dos compostos timol e carvacrol. Estes tém a capacidade de interferir
nas membranas celulares dos microrganismos, levando a ruptura da membrana e
subsequente morte celular. Varias cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
assim como fungos e virus, tém sido alvo de estudos devido a atividade antimicrobiana
desses compostos (FERREIRA, 2022).

Rhayour et al.,(2003) investigou o efeito do timol e carvacrol em cepas resistentes de
Staphylococcus aureus. Os resultados demonstraram que ambos os compostos foram
eficazes em inibir o crescimento das cepas resistentes, indicando seu potencial como
alternativas terapéuticas contra infecgdes por S. aureus resistente a antibidticos.

Resultados promissores também foram relatados por Sharifi-Rad et al. (2020), que
investigaram os efeitos antimicrobianos da tintura de orégano contra patdégenos
alimentares, ressaltando seu potencial na industria de alimentos.

CRUZ et al. (2011) verificaram que a adicdo de diferentes extratos de pimenta
(capsaicina), canela (cinamaldeido) e orégano (carvacrol) ou/e extrato de alho (alicina) na
dieta de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade, favoreceu o desempenho das aves, ao
serem incorporados nas racdes em substituicdo ao antibidtico

REIS et al. (2018), também demonstrou que frangos de corte com dietas contendo
uma combinacdo comercial de éleos essenciais, como carvacrol, timol e aldeido cinamico,
como alternativa para substituicdo dos antibidticos, ndo causam danos no nivel de
produtividade zootécnica das aves.

Os estudos revisados destacam consistentemente o efeito antimicrobiano do timol e
carvacrol contra uma variedade de microrganismos patogénicos. Assim, os extratos vegetais
de escolha, devem possuir a habilidade de romper a membrana celular da bactéria

gram-negativa, como é especialmente o caso da Lippia Origanoides (orégano).



2.5 Orégano

Entende-se que a maioria dos extratos vegetais exerca sua atividade antimicrobiana
ao interagir com processos associados a ruptura da membrana celular bacteriana,
facilitando a liberacdo de componentes intracelulares vitais e inibindo enzimas alvo. (MAIA,
2020)

Oliveira et al (2007) identificaram que o d6leo de Lippia origanoides tem acdo contra
fungos. Tal 6leo apresenta em sua composi¢do principalmente carvacrol e timol,
demonstrando as atividades biolégicas dos monoterpenos (timol e carvacrol) e seus
mecanismos de acdo, corroborando com outros autores. O mecanismo de acdo do timol e
do carvacrol estdo associados com a capacidade que estes apresentam em atravessar a
membrana celular. Assim, causando uma perturbacdo na membrana plasmatica do

microrganismo (ALMEIDA, 2015).

2.6 Sucupira

A sucupira é uma planta facilmente encontrada nos cerrados brasileiros e
amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento de reumatismo, dores de
garganta, disfuncdo respiratérias, além de possuir atividades anti inflamatodrias, analgésica,
depurativa, e antimicrobiana (ROCHA, 2022).

Em um estudo realizado por Ribeiro et al. (2018), os pesquisadores avaliaram a
atividade antimicrobiana do extrato da sucupira contra diferentes cepas de bactérias,
incluindo Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados revelaram que o extrato
exibiu efeitos inibitdrios significativos, sugerindo seu potencial no combate a infeccoes

bacterianas.

2.7 Sinergismo

O sinergismo de tinturas vegetais, onde multiplos componentes ativos de diferentes
plantas sdo combinados, tem sido explorado por sua potencial capacidade de aumentar os
efeitos terapéuticos. Em um estudo realizado por Pombo (2018), conclui que os resultados
de efeito antimicrobiano das misturas bindrias de éleos essenciais indicam que seu efeito
depende ndo apenas dos constituintes quimicos presentes nos éleos, mas também das
diferentes propor¢des e concentracdes em que eles se encontram em cada mistura; bem

como da susceptibilidade do organismo alvo.



3 METODOLOGIA
3.1 Preparo dos indculos de Escherichia Coli para teste in vitro

As amostras provenientes de isolados de E.Coli foram cedidas pelo Laboratério
LABOCIEN do CEUB.

Logo, utilizando-se solucao salina, foi realizada a preparagcdo das suspensdes
bacterianas até que alcancasse a escala de 0,5 de MacFarland, em que se tem um valor

aproximado de 1,5 x 108 unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

3.2. Preparo dos indculos e tintura para teste nas placas de Petri

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de difusdo em
Agar conforme norma M2-A8 do Clinical and Laboratory Standards Institute— CLSI/NCCLS. As
suspensdes microbianas foram semeadas na superficie de dgar Mueller-Hinton (Difco).

Assim, a E.coli ativada foi coletada e transferida a um tubo de ensaio com 5ml de
solugado salina (soro fisiolégico 0,9%).

Foi realizado o processo de homogeneizacdo manualmente, até que alcancasse a
escala de 0,5 de MacFarland, em que se tem um valor aproximado de 1,5 x 108 unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL), de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute.

Um swab estéril foi mergulhado no tubo de ensaio diluido com E.coli e em seguida
semeado na superficie de dgar Mueller-Hinton (Difco) na placa de Petri.

Apds 5 minutos, tempo para a secagem, discos de 5mm de papel de filtro embebidos
com as tinturas vegetais foram colocados sobre a superficie do agar inoculado.

Foram embebidos 3 discos na porcentagem de 100% tintura de orégano, 3 discos na
porcentagem de 100% tintura de sucupira, 2 discos na porcentagem de 90% tintura de
orégano e 10% tintura de sucupira, 2 discos na porcentagem de 90% tintura de sucupira e
tintura de 10% oregano, 2 discos na porcentagem de 70% tintura de orégano e 30% tintura
de sucupira, 2 discos na porcentagem de 70% tintura de sucupira e 30% tintura de orégano,

e 4 discos na porcentagem de 50% tintura de orégano e 50% tintura de sucupira (figura 1).
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Figura 1 - Placas de E Coli com discos embebidos em tintura de orégano e sucupira

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)

As placas inoculadas foram mantidas em temperatura ambiente durante 20 minutos
para permitir a difusdo do extrato e, posteriormente, incubadas em 37 °C por 24 h.

A marca das tinturas utilizadas foram da SM EMPREENDIMENTO PRODUTOS
FARMACEUTICOS, onde o processo realizado para obtencdo da tintura foi por percolacdo e
maceragao, utilizando 20% de massa verde e dissolvida em alcool e agua.

Foi requisitado um certificado de analise das tinturas, onde todos os padrdes se

encontraram em conformidade (figura 2).
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Figura 2 - Certificado de Analise da tintura de orégano
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3.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela medida do didmetro dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano em torno dos pogos. Os resultados da susceptibilidade
aos produtos vegetais sdo expressos em termos de tamanho de didmetro do halo de inibicdo
do crescimento microbiano, utilizando a metodologia de andlise do didametro do halo
adaptada por Ayres. Caso o halo se apresente menor que 9 mm serd considerado que a
bactéria é resistente ao extrato vegetal; halo de 9-14 mm, a bactéria apresenta resisténcia
moderada; halo de 14 a 17 mm é considerado que a bactéria é sensivel, e halo maior que 17
mm, a bactéria apresenta alta sensibilidade, serd excluido da avaliacdo os 5 mm referentes
ao diametro dos pogos.

Os halos foram calculados mediante a média dos resultados de cada halo, e suas

respectivas porcentagens de misturas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela a seguir demonstra o tamanho dos halos em mm a partir da aplicacao

individual e combinacgdo das tinturas de orégano e sucupira frente a E.Coli em placas petri.

Tabela 1 - Resultados da aplicacdo individual e combinacdo das tinturas de orégano e

sucupira frente a E.Coli.

% da mistura | 100% 100% 90% 90% 70% 70% 50%
das tinturas | orégano | sucupira | orégano | sucupira |orégano | sucupira | orégano
e 10% e 10% e 30% e 30% e 50%
sucupira | orégano | sucupira | orégano | sucupira

tamanhodo | 1mm 5mm 5mm 2,5mm 4mm 5,5mm 9mm
halo em mm

Segundo a metodologia de analise do didmetro do halo adaptada por Ayres, apenas a
mistura de 50% orégano e 50% sucupira demonstrou que a bactéria apresenta resisténcia
moderada. As outras misturas e aplicacdo individuais da tintura foram consideradas que a
bactéria é resistente.

Este resultado ndo correlata com as pesquisas realizadas por FERREIRA (2022),
Sharifi-Rad et al. (2020), ALMEIDA (2015), CRUZ et al. (2011), onde afirmam que a
composicdo do orégano (timol e carvacrol) possuem efeito antimicrobiano. O disco
contendo 100% de tintura de orégano foi o que apresentou o menor halo.

Tampouco, os resultados do presente trabalho ndo correlata com o resultado da
pesquisa realizada por Pombo (2018), onde conclui que as misturas bindrias dos dleos
essenciais, um tipo de extrato vegetal, utilizadas em sua pesquisa, na mesma propor¢ao,
nao apresentaram sinergismo. Foram necessarias maiores concentragdes de orégano e
menores de cravo para apresentarem sinergismo e potencializar seu efeito antibacteriano. Ja
nos resultados do presente trabalho, o efeito antimicrobiano foi potencializado quando
realizado a mistura de 50% de tintura de orégano e 50% tintura de sucupira, apresentando o
maior halo (9mm).

Os resultados obtidos nesta pesquisa ndo apresentam correlagdo com os achados da
investigacao conduzida por GONCALVES ET.AL.(2005) apud Ferreira ET. AL. (2014),onde

afirmam que independentemente do tipo do produto obtido (éleo ou extrato) das sementes
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da sucupira, os mesmos ndo apresentam atividade antimicrobiana frente a S. aureus, E. coli
e P. aeruginosa.

A divergéncia mencionada previamente em relagdo a atividade antimicrobiana entre
os estudos pode ser esclarecida considerando a abordagem proposta por Ferreira et al.
(2014). Essa divergéncia pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo a sele¢do de
diferentes métodos de extracdo. Além disso, as linhagens microbianas utilizadas nos
experimentos também podem manifestar perfis de sensibilidade distintos em relagdao aos

agentes antimicrobianos, de acordo com a analise do mesmo autor.

5 CONCLUSAO

Assim sendo, os estudos revisados destacam consistentemente o efeito
antimicrobiano de extratos vegetais contra uma variedade de microrganismos patogénicos.
J4 no presente trabalho, destaca-se o efeito positivo contra a E.Coli pela tintura de sucupira
e seu sinergismo com a tintura de orégano.

A atividade antimicrobiana desses compostos os torna candidatos promissores para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para humanos e animais, especialmente
em um contexto de crescente preocupagcdo com a resisténcia aos antimicrobianos,
representam um valor imensurdvel para a sociedade, contribuindo expressivamente para a
qgualidade de vida da populagao.

A problematica da resisténcia antimicrobiana representa um desafio global urgente.
O uso responsavel de antimicrobianos e a conscientiza¢gdo da populagdo sdo essenciais para
preservar a eficacia desses medicamentos vitais. A colaboragdo entre governos, profissionais
de salde e industria farmacéutica é imprescindivel para garantir um futuro em que as
infeccOes possam ser tratadas com eficacia e seguranca.

Poucas sdo as pesquisas realizadas utilizando a tintura de sucupira e seu sinergismo
com outras tinturas, no entanto, mais pesquisas sao necessdrias para compreender
completamente os mecanismos de acdo, a toxicidade, resisténcia e a eficdcia desses

compostos em diferentes aplicagOes e situagoes.
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