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RESUMO

Os microrganismos fazem parte da microbiota dos seres humanos, sendo encontrados
habitando os mais diversos lugares. Pesquisas demonstram que produtos naturais contém
principios ativos derivados de vegetais, sendo assim possivel sua aplicacdo nos tratamentos
contra as infec¢des causadas por microrganismos. O 6leo essencial (OE) é definido como
misturas complexas de substéncias volateis lipofilicas que podem ter atividade antibacteriana
ou antifungica, sendo extraido de diversas partes das plantas, como folhas, flores, sementes,
raizes, cascas e tubérculos. O coentro (Coriandrum sativum L.) € uma hortalica herbacea
pertencente a familia Apiaceae. Este trabalho teve como objetivo avaliar a acao
antimicrobiana do Coentro. Foi realizada a extragdo do OE de C. sativum em Clevenger (250
g em 400 mL de &gua destilada), por 4 horas resultando em 1,0 mL de OE. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana foi feita através de teste de disco difusdo, com isolados clinicos de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os inéculos foram ajustados até
a turbidez do padrdo 0,5 da escala de McFarland, plagueados em agar Mueller-Hinton, e
incubados por 24/48 h a 35 °C. Os resultados indicam que o OE do C. sativum tem potencial
atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos testados. Estudos futuros poderéo
determinar se o OE de coentro tem, de fato, efeito sobre infeccbes causadas por estes
agentes.
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ABSTRACT

Microorganisms are part of the microbiota of humans and is found inhabiting the most diverse
places. Research has shown that natural products contain active compounds derived from
plants, so they have potential for applications in treatments against infections caused by
microorganisms. Essential oil (EO) is defined as complex mixtures of volatile lipophilic
substances that may have antibacterial or antifungal activity, being extracted from different
parts of the plants such as leaves, flowers, seeds, roots, barks and tubers. Coriander
(Coriandrum sativum L.) is an herbaceous vegetable belonging to the Apiaceae family. Current
research aimed to evaluate the antimicrobial action of coriander. EO extraction using a
Clevenger (250 g in 400 mL distilled water) for 4 hours resulted in 1 mL of EO. Evaluation of
the antimicrobial activity was performed by disk diffusion test with clinical isolates of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans. Inocula was adjusted to
standard turbidity of 0.5 McFarland scale, plated on Mueller-Hinton agar and incubated for 24-
48 h at 35 °C. The results indicate that C. sativum EO has a potential antimicrobial activity
against the microorganisms tested. Future studies will determine whether the coriander OE
has, in fact, effect on infections caused by these agents.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos habitam os mais diversos locais, como parte importante de todo o
equilibrio do ecossistema. Juntamente com as bactérias, os fungos sdo encarregados da
decomposicéo na biosfera, sendo suas atividades necessarias a existéncia permanente da
vida (BOSSOLAN, 2002). Alguns microrganismos fazem parte da microbiota dos seres
humanos, sem lhes causar danos, sendo encontrados revestindo a pele, mucosas, além de
revestir o trato intestinal dos homens e dos animais (SANTOS, 2004).

As interagbes do meio ambiente juntamente com a populacdo humana, animais e
microrganismos propiciam cada vez mais o aparecimento de doengas infecciosas e
parasitarias (LUNA, 2002). Quanto maior a prevaléncia da infec¢do na popula¢do, maior é o
risco de individuos suscetiveis adquirirem a doenca (VANINI et al., 2009).

Como forma de tratamento, surgiram os antimicrobianos, substancias que previnem a
proliferacdo de agentes infecciosos, prevenindo assim a disseminagéo da infec¢do (BRASIL,
2011). Os agentes antimicrobianos eliminam o microrganismo por interferir na sintese da
parede celular, nas fungdes da membrana, sintese proteica, metabolismo de acidos nucléicos
ou em reacdes enzimaticas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Sabe-se gue hoje mais de 80% dos medicamentos empregados no tratamento de
doencas infecciosas e ndo infecciosas sdo medicamentos sintéticos, formulados a partir de
Insumos Farmacéuticos Ativos (IFA) ou farmacos obtidos por sintese quimica (FIOCRUZ,
2015).

Medicamentos fitoterapicos sdo aqueles produzidos com matéria-prima vegetal.
Podem ser, em alguns casos, misturas complexas de substancias naturais que exercem uma
acdo forte e imediata, cujos efeitos podem ser classificados ao longo do tempo como
perceptiveis a imperceptiveis (DAVID; NASCIMENTO; DAVID, 2004). Melo et al. (2007),

referem-se as vantagens dos produtos fitoterapicos em relacéo aos farmacos sintéticos:

A expansao da fitoterapia pode ser atribuida a diversos fatores tais como: aos efeitos
adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos
“naturais”, a validagdo cientifica das propriedades farmacolégicas de espécies
vegetais, o desenvolvimento de novos métodos analiticos colocados a disposi¢céo do
controle de qualidade, o desenvolvimento de novas formas de preparacdes e
administragBes de produtos fitoterdpicos, um melhor conhecimento quimico,
farmacoldgico e clinico das drogas vegetais e seus derivados, além também do menor
custo se comparado com os farmacos sintéticos. (MELO et al., 2007, p. 28)

Pesquisas relatam que produtos naturais contém principios ativos, 0s quais estdo
contidos nas espécies vegetais, sendo assim possiveis para aplicacdes nos tratamentos

contra as infeccdes causadas por microrganismo (ABRANTES, 2013).
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Dentre as formas de extracao de principios ativos vegetais, existe o 6leo essencial
(OE), que é definido como misturas complexas de substancias volateis lipofilicas cujos
componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres e acidos organicos fixos, em diferentes concentra¢gdes (SANTURIO et al., 2007).
Podem ser extraidos de diversas partes das plantas, como folhas, flores, sementes, raizes,
cascas e tubérculos e podem possuir atividade antibacteriana ou antifungica (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009).

O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma hortalica herbacea pertencente a familia
Apiaceae (JOLY, 2002). Tanto folhas, frutos e sementes sdo considerados sudorificos,
hemostético, carminativo (LORENZI; MATOS, 2008), antipirético, anti-helmintico, analgésico
no tratamento de dores articulares e reumatismo (ISHIKAWA; KONDO; KITAJIMA, 2003),
hipoglicemiante (EIDI et al., 2009), hipolipemiante (CHITHRA; LEELAMMA, 1997), anti-
hipertensivo e diurético (JABEEN et al., 2009).

Contudo cabe lembrar que mesmo medicamentos derivados de plantas podem ter
efeitos colaterais, pois as plantas contém centenas de componentes quimicos, sendo que
alguns deles sao toxicos (CALIXTO, 2000). Mesmo assim, sabe-se que os efeitos colaterais
dos medicamentos fitoterapicos costumam ser menores do que os efeitos dos medicamentos
sintéticos. Por isso, este trabalho tem como objetivo avaliar a a¢do antimicrobiana de
Coriandrum sativum frente a diferentes tipos de microrganismos que causam doencas

infecciosas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Os microrganismos utilizados foram doados pelo Laboratério de Microbiologia da
Faculdade Campo Real, sendo isolados clinicos. Foram utilizados Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans.

E. coli e S. aureus foram mantidos em Caldo BHI (brain heart infusion), e C. albicans
em Caldo Sabouraud, em estufa & 35 °C. As bactérias foram repicadas em &gar sangue e C.
albicans em agar Sabouraud Dextrose. Apds 24 h de crescimento, as colonias foram utilizadas

para o preparo do inéculo.

2.2 EXTRACAO DE OE

A parte da planta utilizada para a extracdo do OE foi as sementes, as quais foram
comercializadas na Plante Mudas, localizada na Cidade de Guarapuava-PR, Rua Pedro

Siqueira, 1572. Este procedimento seguiu o protocolo descrito por Oliveira e Souza (2012),
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com adaptacdes. O material vegetal seco (250 g) foi triturado em liquidificador até virar po,
sendo acondicionado em um baldo de fundo redondo acoplado ao Clevenger. A este material
foram adicionados 500 mL de &gua destilada, a fim de que apds a evaporagdo desta agua
ocorresse a extracao. O processo, continuo, teve duragéo de 4 horas.

O processo de destilacao a vapor ocorre com o aquecimento da 4gua até ebulicdo em
um baldo volumétrico sobre uma manta aquecedora. Os vapores de agua resultantes sao
conduzidos sob pressdo em dire¢céo a outro recipiente, onde se encontra 0 material vegetal.
O calor proveniente do vapor faz com que as paredes das células se abram e,
consequentemente, o 6leo que esta entre as células evapora junto com vapores de agua. Os
Oleos volateis sdo conduzidos em direcdo ao condensador que vai para o tubo de
resfriamento, e o 6leo é coletado em um recipiente. Os 6leos essenciais ficam concentrados

sobre a camada de 4gua, sendo facilmente separados (PISTELLI, 2012).

2.3 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Foram seguidas as recomendacdes internacionais para testes de sensibilidade por
disco-difusédo para bactérias (CLSI, 2003) e para leveduras (CLSI, 2004), sendo os testes
realizados em triplicata.

Os in6culos foram preparados pela adigédo de 5 colénias de cada microrganismo em 5
mL de salina 0,85% estéril. A suspenséao foi submetida ao vortex por aproximadamente 15
segundos e ajustada até a turbidez do padréo 0,5 da escala de McFarland, o que equivale a
1x10°a5 x 108 UFC/mL.

Mergulhou-se um swab estéril na suspensao, retirou-se o excesso de liquido
pressionando-o varias vezes contra a parede do tubo e foi feita a semeadura em 3 direcdes
diferentes em agar Mueller Hinton, finalizando-se com a passagem do swab na margem da
placa.

Discos de papel de 6 mm de diametro contendo 10 pL das solugdes de interesse foram
dispostos sobre as placas. Foi utilizado OE de coentro como solugéo teste e salina 0,85%
estéril como controle negativo. Discos comerciais de Amicacina 30 pug — Laborclin, foram
usados como controle positivo para E. coli e S. aureus (halo esperado = 17 mm). Ja para C.
albicans, utilizaram-se 10 pL de hipoclorito 2%, 800 pg/disco de itraconazol (diluiram-se 400
mg em 5 mL de &lcool 95%, permitiu-se sua evaporacao e foi feita nova diluicdo em 5 mL de
salina estéril, resultando 80 mg/mL, do qual foi usado 10 pL) e 25 pg/disco de fluconazol
(diluiram-se 450 mg em 5 mL de salina 0,85% estéril, pipetando-se 10 pL/disco). As placas
foram incubadas invertidas a 35 °C por 24 h, sendo entdo medidos os halos de inibicdo de

crescimento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento da extracdo do OE do coentro foi de 1,0 mL. Na Tabela 1 estdo
representados os resultados da avaliagédo da atividade antimicrobiana.

Tabela 1 — Média do tamanho dos Halos de Inibicdo (mm) apds 24 h de incubacéo.

Tratamentos E. coli S. aureus C. albicans
Oleo de Coentro 8 10 10a19
Amicacina 22 23

Salina 0,85% Estéril 0 0 0
Hipoclorito - - 5
Itraconazol 0
Fluconazol 0

Fonte: Dados da pesquisa.

Escherichia coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, anaerébias
facultativas, que habitam normalmente o trato intestinal dos animais (incluindo o homem). O
contagio se da pela ingestdo de agua ou alimentos que nao foram processados e tiveram
algum tipo de contaminacao fecal. H4 um grupo capaz de provocar doencas em humanos,
coletivamente chamadas de E. coli enteropatogénicas (EPEC) (ALVES, 2012). A parede
celular nas bactérias Gram-Negativas é quimicamente complexa, possui uma maior
guantidade de aminoacidos e de lipidios. Sua fracdo de lipopolissacaridio (LPS) externa
determina sua toxigenicidade e antigenicidade (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009). O trato urinario
é o local mais comum de infecgbes bacterianas, sendo E. coli o0 agente com maior presenca
neste sitio (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Além dos fatores de viruléncia préprios que
estes microrganismos possuem, ainda existem aqueles que adquiriram mecanismos de
resisténcia a antibiéticos (ENA et al., 2006; SHIGEMURA et al., 2011). A cepa de E. coli
utilizada nesta pesquisa foi sensivel a Amicacina e houve pequeno efeito inibitério por parte
do OE do coentro (Tabela 1 e Figura 1).
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Figura 1 — Inibicdo do crescimento de E. coli avaliado por teste de difusdo em agar apés 24 h a 35 °C.

S — Salina 0,85% estéril, C — OE de Coentro; A — Amicacina 30 g
Fonte: Arquivo pessoal (2015)

Staphylococcus aureus sdo cocos gram-positivos dispostos em cachos, podendo ou
ndo possuir capsula. Crescem na maioria dos meios bacteriol6gicos, em condi¢cdes aerdbicas
e anaerébicas (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005). As bactérias Gram-positivas
possuem como porcao caracteristica os acidos teicoicos, sendo que algumas possuem uma
modificagcdo importante, com lipidios em maior quantidade e fortemente ligados, além de
possuirem em sua composicdo acidos micélicos (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009). S. aureus
pode provocar doengas, que vao desde uma simples infec¢do como espinhas, furanculos e
celulites, até infec¢des graves como, pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras (SANTOS et al., 2007). Conforme pode ser visualizado na Figura

2 e Tabela 1, o OE também inibiu fracamente o crescimento de S. aureus.
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Figura 2 — Inibicao do crescimento de S. aureus avaliado por teste de difuséo em agar apés 24 h a 35 °C.

S — Salina 0,85% estéril, C — Oleo de Coentro; A — Amicacina 30 ug

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

O uso do 6leo essencial de coentro como antimicrobiano para o controle de doencas
de plantas causadas por bactérias ja foi demonstrado em outras pesquisas (MAGRO et al.,
2008; MOURA et al., 2012), através da acdo de seus compostos fendlicos e carotenoides
(TRAJANO et al., 2009). Este mesmo trabalho demonstrou a eficiéncia do OE de coentro para
inibir o crescimento de cinco tipos de bactérias, incluindo E. coli e S. aureus. Os tamanhos
dos halos encontrados foram maiores do que nesta pesquisa, 0 que possivelmente pode ser
explicado pela diferenca de material usado (sementes x parte aérea), além da concentracao
do OE empregado.

Candida albicans € uma levedura que pode causar doencas oportunistas, agudas ou
cronicas (KURIYAMA et al., 2005), infecgBes superficiais e sistémicas, em individuos
saudaveis ou imunocomprometidos (CROCCO et al., 2004). C. albicans se apresenta de duas
formas: como leveduras ou na forma de hifas, a qual é patogénica (EZZAT, 2001). O uso de
préoteses dentarias mal higienizadas, associadas a xerostomia (secura da boca) e a terapia
antibidtica de amplo espectro podem ser observados como fatores que predispéem ao
aparecimento de candidose oral (KURIYAMA et al., 2005; TORRES et al., 2007). Avaliando a
Figura 3 e a Tabela 1, observa-se grande variagdo no tamanho do halo gerado pelo coentro
e que o Fluconazol e Itraconazol ndo foram eficientes para inibir o crescimento do fungo,
sendo assim necessaria a repeticdo do teste empregando-se novas formas de diluicdo das
drogas e novas concentracdes. O Hipoclorito de Sédio € um eficaz agente antimicrobiano,
sendo as solucBes de NaOCI 1% e 2,5% as mais utilizadas (ERCAN et al., 2004; SAKAMOTO
et al., 2007; SIQUEIRA; GUIMARAES-PINTO; ROCA, 2007). Nesta pesquisa, 0 surgimento
do halo de inibicao validou o uso de hipoclorito de sédio como controle positivo, apesar de
demonstrar pequena e variavel inibicao.
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Figura 3 — Inibicdo do crescimento de C. albicans, avaliado por teste de difusdo em agar apés 24 h a 35 °C.

| — Itraconazol; C — Oleo do Coentro; F — Fluconazol; H — Hipoclorito; S — Salina 0,85% estéril

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

Esta pesquisa reitera resultados anteriores que demonstraram que o OE do C. sativum
apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas (S. aureus, Bacillus spp.) e Gram-
negativas (E. coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabillis e Pseudomonas
aeruginosa), além de atividade fungicida contra Candida albicans (MATASYOH et al., 2009).

O mecanismo de acdo do OE sobre os microrganismos ainda néo foi totalmente
elucidado, porém, ja € bem conhecido o carater hidrofébico dos 6leos essenciais, 0s quais
permitem a sua ligacdo aos lipideos da membrana celular, modificando assim sua estrutura e
aumentando a sua permeabilidade. Devido a esta permeabilidade, pode ocorrer a passagem
de ions e outros constituintes celulares provocando a morte da célula (BURT, 2004; COX et
al., 2000; KALEMBA; KUNICKA, 2003).

Produtos naturais que apresentam um efeito antimicrobiano fraco quando associado a
produtos sintéticos podem ter uma reacao sinérgica (LAKSHMI; HARASREERAMULU; RAJU,
2013; ZAGO et al., 2009). Silva et al. (2011) mostraram que tanto bactérias gram-positivas
guanto bactérias gram-negativas sdo suscetiveis ao OE de coentro, sendo que 0 seu

mecanismo de acdo seria 0 dano na membrana, o0 que levaria a morte celular. Logo, a
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associacao do OE com antibiéticos ajudaria no tratamento de doencas de origem alimentar e
infecOes hospitalares.

Freires et al. (2014) apresentaram resultados positivos do OE de C. sativum frente a
C. albicans, tendo as folhas do coentro uma forte atividade antifingica, antiaderente, bem
como uma atividade proteolitica, aumentando a permeabilidade ibnica da membrana celular
em vez de perturbar a biossintese da parede celular. Todas estas propriedades s&o,
provavelmente, devido ao efeito sinérgico. Além disso, analises revelaram que C. sativum tem
relativamente baixa citotoxicidade, sendo assim, um candidato em potencial para o tratamento
de doencas orais, tais como candidose relacionadas com a dentadura.

Neste estudo foi realizada uma triagem da atividade antimicrobiana do OE do C.
sativum em sua concentragdo pura, apenas para avaliar a presenca ou auséncia de atividade,
o qual se mostrou eficiente. Estudos futuros empregando o teste de microdiluicdo poderdo
determinar as concentracbes em que ha atividade antimicrobiana, determinando-se a

concentracao inibitoria minima.

4 CONCLUSAO

O 6leo essencial extraido de sementes de Coriandrum sativum apresentou a maior
atividade antimicrobiana contra a cepa de Candida albicans, sendo que o mesmo 6leo
apresentou também atividade antibacteriana fraca contra Escherichia coli e Staphylococcus

aureus, nas condi¢Oes testadas.
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