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RESUMO

O oleo essencial (OE) de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants ¢ um produto
com diversas aplicagcdes, como agente inseticida, antiparasitaria e antimicrobiana. O objetivo
dessa pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana do OE de Dysphania ambrosioides (L.)
Mosyakin & Clemants, bem como a sua citotoxicidade em células, e registrar imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV) das células microbianas. As avaliacfes
antimicrobianas para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), foram
realizadas in vitro pelo método de microdiluicdo em caldo. Para as concentracfes bactericida
e fungicida minima (CBM e CFM) utilizou-se 0 método de crescimento em agar BHI. A
citotoxicidade foi avaliada quanto sua viabilidade e atividade metabdlica utilizando células da
pele de gata cultivadas in vitro e as analises ultraestrutural das células de bactérias e leveduras
foram obtidas com o auxilio de um microscopio eletrénico de varredura. Os resultados
obtidos demonstraram OE de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants apresentou
atividade antibacteriana e antifungica ao controlar o crescimento de diversos microrganismos
patogénicos, tanto cepas padrdo quanto isolados de amostras clinicas de animais, sendo
estabelecida a CIM e CBM/CFM para os microrganismos testados. Quanto a citotoxicidade,
ndo foram observadas diferencas em sua atividade metabdlica quando cultivadas nas
diferentes condicdes avaliadas, sendo assim viavel. As imagens de MEV demonstraram que o
OE influencia na morfologia da parede celular dos microrganismos, resultando em alteragdes
em sua estrutura. Conclui-se que esses produtos sdo promissores ao desenvolvimento de
alternativas antimicrobianas eficazes. Portanto, estudos posteriores sdo necessarios para
firmar o seu uso, ressaltando a necessidade de testes in vivo.

Palavras-chave: mastruz, antifingico, antibacteriano, citotoxicidade, microscopia eletronica
de varredura.



ABSTRACT

The essential oil (EO) of Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants is a product
with diverse applications, as an insecticide, antiparasitic, and antimicrobial agent. The
objective of this research was to evaluate the antimicrobial activity of the EO from Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, as well as its cytotoxicity in cells, and to record
images of scanning electron microscopy (SEM) of the microbial cells. Antimicrobial
evaluations to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) were performed in
vitro using the broth microdilution method. For minimum bactericidal and fungicidal
concentrations (CBM and CFM) the method of growth in BHI agar was used. Cytotoxicity
was evaluated in terms of viability and metabolic activity using in vitro cultured cat skin cells
and ultrastructural analyzes of bacteria and yeast cells were obtained with the aid of a
scanning electron microscope. The results showed that the EO from Dysphania ambrosioides
(L.) Mosyakin & Clemants showed antibacterial and antifungal activity by controlling the
growth of several pathogenic microorganisms, both standard strains and isolates from clinical
samples of animals, establishing the MIC and MBC/MFC for the tested microorganisms. As
for cytotoxicity, no differences were observed in its metabolic activity when cultivated in the
different evaluated conditions, thus being feasible. SEM images demonstrated that EO
influences the morphology of the cell wall of microorganisms, resulting in alterations in its
structure. It is concluded that these products are promising for the development of effective
antimicrobial alternatives. Therefore, further studies are needed to confirm its use,
emphasizing the need for in vivo tests.

Keywords: mastruz, antifungal, anti-bacterial, cytotoxicity, scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

A Dysphania Ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants conhecida popularmente como
“Mastruz” ou “erva maria”, ¢ bastante usada em quase todas as regides brasileiras, incluindo o
Nordeste. E uma herbacea de raizes oblongas, brancas e com interior amarelo de folhas
lanceoladas, pequenas e dentadas. Suas flores sdo pequenas e brancas, ou esverdeadas. Seus
frutos sdo secos, pequenos e possuem numerosas sementes negras. E também conhecida como
mastrugo, ambrosia, anserina, cha-do-México, mastruz, matruz, mentruz, mentraz e
quenopadio e erva-formigueira (SILVA et al., 2015).

E relatado o uso de formulacdes diversas da planta, de acordo com suas aplicacdes,
seja na area da medicina humana ou medicina veterinaria. No Brasil, por exemplo, emprega-
se a decoccao das partes aéreas para aliviar dores musculares; para tratar lesdes nos 0ssos usa-
se 0 emplastro (GARCIA; DOMINGUES; RODRIGUES, 2010). No Nordeste do pais, onde a
espécie € largamente usada, as folhas sdo batidas no liquidificador com leite para tratamentos
de gripe (MORAIS et al., 2005). Ja na Bolivia, usa-se para gripe um xarope obtido da raiz da
planta (HAJDU; HOHMANN, 2012).

Quanto ao uso em animais, Hammond, Fielding e Bishop (1997) relataram a utilizagdo
do 6leo essencial da planta contra Toxocara canis e Ribeiro et al. (2014) acrescentam que a
planta é utilizada no tratamento de verminoses em caprinos e ovinos. Essa planta na sua forma
inteira é usada para tratar asma, célera, problemas digestivos, indigestdo, problemas de
estdmago, flatuléncia, gripe, malaria, espasmos, e como vermifugo. As folhas sdo usadas para
tratar inflamacdes. Folhas, flores e frutos usados para tratar artrite, colicas e diarréia. Flores
sdo usadas para tratar tosse e taquicardia (Bussmann et al. 2018).

Adicionalmente, a espécie também ¢é usada no Brasil como antifungico para
inflamacéo uterina e inflamacgdes em geral (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010;
RAMOS; SOLEDADE; BAPTISTA, 2011), e como antibidtico e expectorante (SOUZA;
FELFILI, 2006). O oleo essencial de mastruz possui efetividade antimicrobiana em pequenas
concentragOes, de até 0,6 %, de acordo com o microrganismo desafiado (FARIA, 2022).
Portanto, visto o efeito inibitério microbiano, faz-se necessario a ampliacdo dos estudos mais
intrinsecos sobre os efeitos medicinais desta planta frente a cepas padrdo e clinicas de
bactérias e fungos oriundos de animais domésticos e defini¢do de limiar de citotoxicidade em

cultivo de células da epiderme de felinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o Oleo essencial a base de folha e flor de mastruz (Dysphania
Ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants) como antimicrobiano em cepas bacterianas e

fangicas in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de Dysphania Ambrosioides (L.) Mosyakin &
Clemants);
e Analisar sensibilidade e a morfologia de bactérias e fungos quanto a acdo do 6leo de

matruz.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Atividade Antimicrobiana De Fitoterapicos

A atividade antimicrobiana de fitoterapicos tem sido objeto de estudo em muitos
artigos cientificos. Diversas plantas medicinais tém sido investigadas por suas propriedades
antimicrobianas contra uma ampla gama de microrganismos patogénicos, incluindo bactérias,
fungos e virus. Um exemplo é o extrato de alho (Allium sativum), que tem sido amplamente
estudado por suas propriedades antimicrobianas. Estudos indicam que o alho possui
compostos ativos, como alicina, ajoeno e sulfetos, que apresentam atividade antibacteriana e
antifungica (Cutler, 2005; Ankri & Mirelman, 1999).

Além disso, alguns fitoterapicos tém demonstrado atividade antifangica. Um exemplo
é 0 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia, também conhecido como 6leo da arvore do cha.
O oleo essencial da Melaleuca alternifolia contém terpenoides, como o terpinen-4-ol, que
apresentam atividade antifingica comprovadas contra diferentes espécies de fungos, incluindo
Candida albicans e dermatdfitos (Carson et al., 2006; Hammer et al., 2006).

O extrato de semente de uva (Vitis vinifera) também tem sido investigado por sua
atividade antimicrobiana. Estudos mostram sua eficécia contra bactérias como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, além de possuir propriedades antifungicas (Li et al., 2015;
Mehdizadeh et al., 2016).

A planta medicinal Rosmarinus officinalis, conhecida como alecrim, também tem sido
objeto de estudos sobre atividade antimicrobiana. Os extratos de alecrim demonstraram
atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de atividade
antifungica contra Candida albicans (Ooi et al., 2006; Juven et al., 1994).

O extrato de cha verde (Camellia sinensis) também tem sido amplamente estudado por
sua atividade antimicrobiana. Estudos mostram sua eficacia contra bactérias patogénicas,
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de possuir atividade antifingica contra
Candida spp. (Friedman, 2007; Osterburg et al., 2009).

Além das propriedades antimicrobianas contra bactérias e fungos, alguns fitoterapicos
tém sido investigados por sua atividade antiviral. Um exemplo promissor é o extrato de
Echinacea purpurea, que tem sido estudado por sua capacidade de estimular o sistema

imunolégico e inibir a replicagdo viral. Estudos in vitro mostraram que 0s extratos de



16

Echinacea purpurea podem inibir a replicagdo de virus respiratorios, como o virus da gripe e
0 virus sincicial respiratdrio (Roxas & Jurenka, 2007; Hudson et al., 2011).

A acdo fitoterapica do 6leo essencial de Dysphania ambrosioides (L), também
conhecido como erva-de-santa-maria ou mastruco, tem sido amplamente estudada devido as
suas potenciais propriedades terapéuticas. Um estudo realizado por Botelho et al. (2018)
investigou os efeitos do Oleo essencial de Dysphania ambrosioides sobre a atividade
antimicrobiana e anti-inflamatdria. Os resultados mostraram que o 6leo essencial apresentou
atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. E importante ressaltar que embora esses estudos sugiram a atividade
antimicrobiana de fitoterdpicos, € necessario realizar mais pesquisas para compreender
completamente 0s mecanismos de acdo e a eficacia desses compostos em diferentes
condicdes. Além disso, é fundamental considerar a padronizacdo dos extratos vegetais, bem

como a seguranca e a dosagem adequada para 0 uso terapéutico.

3.2 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

A familia Amaranthaceae apresenta predominancia de ervas e subarbustos tropicais,
reunindo 169 géneros, cerca de 2.360 espécies vegetais e inclui representantes da familia
Chenopodiaceae (CARVALHO et al., 2010). No Brasil, estdo presentes 146 plantas deste
grupo taxonémico, sendo 20 espécies com ocorréncia exclusiva no segundo maior bioma do
pais, o Cerrado (CARVALHO et al., 2012; PEREIRA, 2021).

Esta familia botanica é economicamente relevante no Brasil, com 7 géneros e 20
espécies vegetais utilizados como alimentos e/ou para fins medicinais. Os géneros que tém
maior quantidade de espécies com importancia econdmica sdo Alternanthera, Amaranthus e
Gomphrena (GOMES; BAO, 2010).

Dysphania consiste em um dos géneros da familia Amaranthaceae e inclui plantas
com caracteristicas peculiares, tais como: tricomas glandulares, pelos simples, nervuras
foliares laterais bem desenvolvidas, inflorescéncia frondosa, caule ereto e geralmente pouco
ramificado, perianto com glandulas subsesseis e sementes de formato subesférico
(MOSYAKIN; CLEMANTS, 2002; SHEPHERD; WILSON, 2008; SUKHORUKOV et al.,
2015). Uma das espécies desse género que tem sido muito estudada e é considerada pela OMS
como uma das plantas mais empregadas na medicina popular, ¢ Dysphania ambrosioides (L.)

Mosyakin & Clemants, popularmente conhecida como erva-de-santa-maria, mastruz, epazote,
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ambrdsia, quenopddio, erva-pomba-rola, erva-formigueira, cha-do-méxico, mastruco, erva-
matapulga ou uzaidela (RIBEIRO, 2008; LIMA et al., 2011; BIBIANO et al., 2019).

D. ambrosioides apresenta como sinonimia e basindbmio mais importante 0 nome
cientifico Chenopodium ambrosioides L. Esta espécie foi transferida para o grupo Dysphania
por questdes morfologicas e apds realizacdo de estudos moleculares mais aprofundados
(VERLOOVE, 2013). Consiste em uma herbacea que pode atingir até 1 m de altura e possui
aroma forte, ciclo anual ou perene conforme o tipo de variedade, folhas com cinco lobos, de
coloracdo verde palido e borda dorsal serrilhada, e sementes marrons com ponta chanfrada
(GROZEVA,; CVETANOVA, 2013; SA et al., 2015; SA et al., 2016).

A espécie D. ambrosioides pertence a Lista Nacional de Plantas Medicinais do
Sistema Unico de Satde (RENISUS) (MARMITT et al., 2015), a qual possui relevancia na
medicina popular brasileira. A infusdo das partes aéreas tem sido usada com indicacdo para
atividade diurética, anti-helmintica, na cicatrizacdo de feridas, problemas respiratérios,
processos inflamatérios e dor, bronquite, tuberculose e doencas reumaéticas
(TRIVELLATOGRASSI et al., 2013), antifungico (PRASAD et al., 2010), coincidindo com
0s usos tradicionais do género Chenopodium na medicina Ayurveda (YADAV et al., 2007). O
extrato aquoso das folhas demonstrou atividade de cicatrizagdo de feridas em ratos através da
estimulacdo de proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos (SERVIO et al., 2011;
FRANKENBERGER,2022).

Os compostos volateis desta espécie localizam-se nos tricomas glandulares, na face
abaxial e adaxial foliar (SA et al., 2016) e nas sementes, e diferem de acordo com a
localizagdo de plantio, sendo a-terpineno (5, massa tedrica 136,1252), p-cimeno (6, massa
tedrica 134,1096) e ascaridol (7, massa tedrica 168,1150) os terpenos mais relatados como
majoritarios. O ascaridol é um terpeno endoperoxido, encontrado nas partes aéreas
e nas sementes, com grande potencial biolégico, com destaque para o efeito sedativo e
analgésico (CAVALLI et al, 2004; CHU et al., 2011; TRIVELLATOGRASSI et
al., 2013), e ja tem sido empregado como ativo repelente e inseticida (ISMAN, 2020).

O 6leo essencial (OE) de D. ambrosioides apresenta atividades giardicida (NEIVA et
al.,2011; FRANKENBERGER, 2022), repelente de mariposas (SINGH; PANDEY, 2018),
antiparasitario contra Taenia saginata, Ascaris lumbricoides, Leishmania sp. (MONZOTE et
al., 2011), inseticida contra Blattella germanica (ZHU et al., 2012), pulgas, carrapatos,
piolhos, percevejos, tragas, lagartas, além de larvicida contra Lucilia ingénua (HARRAZ et
al., 2015); apresenta mortalidade contra Sitophilus granarius L. acima de 80% em 24 h
(discos com 0,2 ul./cm2) (TAPONDJOU et al., 2002), e em outro estudo o 6leo essencial da
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espécie coletada na China demonstrou atividade inseticida (LC50= 3,08 mg/L) através da
fumigacdo contra S. zeamais (CHU; FENG HU; LIU, 2011).

Um estudo de 2016 demonstrou que a espécie D. ambrosioides coletada em Recife-
PE (Brasil) continha 42.14% de a-terpineno, 31.57% de o-terpineil-acetato e 0.87% de
ascaridol (responsavel pela atividade anti-helmintica); sendo que a concentracdo deste Ultimo
é influenciavel pela qualidade do solo e local de coleta (SA et al., 2016). Em um estudo de
2016 foi investigado o impacto do manganés sobre o crescimento de D. ambrosioides em
cultivo hidropdnico, sendo o Unico trabalho encontrado com D. ambrosioides envolvendo a
hidroponia, onde foi visto que na concentragdo acima de 10000 umol/L de manganés ocorreu
dano intracelular, ocorrendo rompimento da membrana bilamelar dos cloroplastos, além de
reducdo no numero de mitocéndrias nas células radiculares (XUE et al., 2016). Segundo
Frankenberger (2022), o Oleo essencial de D. ambrosioides mostrou potencial
repelente e inseticida contra S. zeamais, e 0 seu cultivo de forma hidropdnica mostrou
potencial atividade inseticida contra B. brassicae e este mesmo 6leo essencial, assim como o

o6leo essencial de M. pulegium apresentou atividade satisfatoria contra L. pseudobrassicae.

Figura 1 - Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants. (A) éarea folear e caule, (B)

influorescéncia e sementes imaturas.




19

3.3 Oleo Essencial

Os 0Oleos essenciais, denominados também de 6leos volateis ou esséncias, Sdo misturas
de compostos quimicos volateis, de baixo peso molecular, que se apresentam na forma liquida
oleosa, geralmente com odor intenso e caracteristico (PEREIRA, 2021). Sua producgdo estd
relacionada ao metabolismo secundario das plantas, sendo que nem todas as espécies vegetais
os sintetizam. As plantas que produzem os componentes de 6leos essenciais sdo chamadas de
aromaticas (BAKKALI et al., 2008).

A principal funcdo destas amostras volateis na planta esté relacionada a adaptacdo no
meio ambiente, permitindo a sobrevivéncia do vegetal e podendo atuar na protecdo contra
predadores, pois apresentam acdes inseticida e antimicrobiana. Podem ser encontrados nos
diversos orgdos das plantas (raiz, caule, folhas, flores) e, geralmente, estdo presentes em
0rgdos especializados chamados glandulas ou aparelhos secretores, tais como células
secretoras, bolsas secretoras, canais e tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008;
GONCALVES, 2015).

Os oleos volateis possuem grande importancia econémica, pois sdo utilizados como
matéria-prima na produgdo de alimentos, bebidas e cosméticos, e como coadjuvantes em
medicamentos (B1ZZO et al., 2009; STEFFENS, 2010). Estes produtos vegetais também séo
empregados como inseticidas, fungicidas e larvicidas no cultivo de frutas e hortaligas
(RIBEIRO, 2016). Diferentes métodos sdo utilizados para extrair os 6leos essenciais. Todavia,
dependendo da técnica a ser empregada, a constituicdo quimica destes 6leos pode variar
expressivamente (CASSEL et al., 2009). As técnicas mais utilizadas para a obtencdo dos
produtos vegetais volateis sdo: destilacdo a vapor, hidrodestilacdo, extracdo por solventes
organicos ou por fluido supercritico, prensagem a frio e enfloracio (LEITE-JUNIOR, 2018).

O perfil quimico dos 6leos essenciais normalmente varia em relacdo ao nimero de
constituintes, podendo apresentar de 20 a 200 compostos, classificados de acordo com suas
concentragdes na mistura em majoritarios (20 a 95%), secundarios (1 a 20%) e tracos
(menores que 1%) (SIMOES et al., 2017). A composicio destes dleos abrange terpenos, como
mono e sesquiterpenos, raramente diterpenos, além de fenilpropanoides. Os compostos
terpénicos podem apresentar diferentes fungfes quimicas, tais como hidrocarbonetos, alcoois,
cetonas, aldeidos, ésteres, fendis, éteres e outros (WILDWOOD, 1996).

Os monoterpenos sao constituidos por duas moléculas isoprénicas (C10H16) e
sintetizados a partir da via do metileritritol, sendo importantes para a fabricagcdo de
medicamentos, perfumes ou biocombustiveis (MARMULLA; HARDER, 2014; YANG et al.,
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2014). O grupo dos sesquiterpenos € sintetizado em plantas superiores pela rota do
mevalonato e apresenta um maior nimero de representantes de terpeno, incluindo cerca de
5000 substéncias organicas naturais, que podem ser oxigenadas ou ndo oxigenadas
(MARTINS, 2012; BARTIKOVA et al., 2014).

Fenilpropanoides sdo metabdlitos secundarios constituidos por um anel aromatico
unido a uma cadeia de trés carbonos e sintetizados a partir do aminoacido fenilalanina para
protecdo das plantas contra infec¢des, radiacao ultravioleta e herbivoros (SILVA et al., 2014).
Estes componentes podem ser detectados em proporcdes significativas em 6leos volateis de
certas espécies vegetais, conferindo a estes produtos naturais um odor caracteristico
(JAKIEMIU, 2008).

A gquantidade de compostos quimicos, bem como seus teores relativos e rendimento
dos Odleos essenciais variam significativamente em plantas da mesma espécie (LEITE-
JUNIOR, 2018). A variabilidade quimica em uma espécie vegetal sugere a existéncia de
diferentes quimiotipos e pode estar relacionada a fatores genéticos e climaticos, alteracdes na
fisiologia, estdgios de desenvolvimento ou tipo de material utilizado para extracéo,
disponibilidade de nutrientes e método de coleta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; ANWAR et
al., 2009; MORAIS, 2009; HARRAZ et al., 2014; SA et al., 2014).

Os Oleos essenciais tém demonstrado importante potencial terapéutico e
farmacoldgico. Dentre as atividades bioldgicas associadas a estas amostras voléteis,
destacam-se as a¢cOes antioxidante (RUBERTO; BARATTA, 2000), antiflngica, bactericida,
inseticida, anti-inflamatdria, antiviral (ALl et al., 2015) e anti-hiperglicemiante (MOMTAZ;
ABDOLLAHI, 2010).

Figura 2 - Oleo essencial de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants.

Fonte: Autoria propria (2023).
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3.4 Técnicas de Andlises de Difusdo em Pocos e Diluicdo em Caldo

A técnica de andlise de difusdo em pogos e diluicdo em caldo é uma metodologia
amplamente utilizada em diversos campos da ciéncia, incluindo microbiologia, imunologia e
farmacologia. Esta técnica permite a determinacdo da atividade antimicrobiana de
substancias, a avaliacdo da resposta imune e a determinacdo da concentracdo efetiva de
agentes terapéuticos. Um estudo pioneiro que discute a técnica de analise de difusdo em pocos
foi realizado por Bauer et al. em 1966. O artigo descreve o método de difusdo em agar com
disco, que é uma variacdo da técnica de difusdo em pocos. O estudo estabelece um protocolo
para testar a sensibilidade de micro-organismos a antibidticos por meio da medida do
didmetro da zona de inibicéo.

Outra abordagem comum é a técnica de diluicdo em caldo, que permite a determinacao
da concentracdo minima inibitéria (CMI) de substancias antimicrobianas. Um estudo
relevante nesse campo foi conduzido por Andrews em 2001. O discute as diferentes
metodologias de diluicdo em caldo, incluindo a técnica de microdiluicdo em caldo, que é
amplamente utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana de compostos.

Vale ressaltar que, a técnica de analise de difusdo em pocos tem sido aplicada em
diversos estudos de determinagéo da atividade antimicrobiana de produtos naturais. Em um
estudo recente, Zhang et al. (2019) investigaram a atividade antibacteriana de extratos de
plantas utilizando a técnica de difusdo em pocgos. O estudo apresenta os resultados da
atividade antimicrobiana de diferentes extratos vegetais contra bactérias e leveduras
relevantes em dermatologia.

Além da area de microbiologia, a técnica de difusdo em pocos tem sido utilizada na
avaliacdo de respostas imunes. Em um estudo publicado por Voller et al. (1977) discute-se a
aplicacdo da técnica de difusdo em pocos no contexto dos ensaios imunoenzimaticos
(ELISA). O artigo aborda os principios basicos da técnica e sua relevancia na detecgdo de
antigenos e anticorpos especificos.

Além disso, a técnica de diluicdo em caldo tem sido aplicada no campo farmacolégico
para avaliar a eficacia de agentes terapéuticos. Um exemplo € o estudo de Smith et al. (2015),
no qual descreve a utilizagdo da técnica de diluicdo em caldo para determinar a concentragdo

efetiva de um agente antimicrobiano contra uma determinada cepa bacteriana.
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3.5 Citotoxicidade

A chamada citotoxicidade das substancias solGveis num determinado meio
extracelular é a capacidade de as mesmas influenciarem nos mecanismos de quimiotaxia ou
quimiorrepulsdo nas células migratdrias, atraves da acéo de agentes toxicos como substancias
quimicas ou células imunes (OLIVEIRA, 2009; ALBERTS, et al. 2004).

As rigidas regras desenvolvidas pelas entidades protetoras de animais em relacdo ao
seu uso em laboratorio foram decisivas para o desenvolvimento de estudos de métodos
viaveis de analise in vitro de acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagio
(International Standard Organization), o teste de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos (CAO,
et al. 2005).

Segundo relato de Spangberg, em 1978, testes in vitro servem para analisar a
citotoxicidade prévia de determinado material e, de acordo com os achados sugerir ou ndo o
seguimento do experimento in vivo. De acordo com Schmalz, em 1994, os testes de
citotoxicidade sdo valiosos para a compreensdao do comportamento biolégico dos materiais
avaliados, considerando-se as limitaces destes testes durante a interpretacdo dos resultados, e
que ndo irdo substituir os testes in vivo, porém poderdo diminuir substancialmente o nimero
de testes, diminuindo o numero de materiais com aplicabilidade potencialmente clinica.

Segundo Oliveira (2009), os ensaios in vitro sdo normalmente efetuados como um
teste de triagem inicial na primeira fase da avaliacdo da biocompatibilidade. Citotoxicidade
significa causar efeito toxico no nivel celular. Entre os efeitos tdxicos, pode ser citada a morte
celular, alteragbes na permeabilidade da membrana, ou a inibicdo enziméatica. A alta
biocompatibilidade é uma importante propriedade dos implantes, e seus métodos de analise,
na engenharia de tecidos, sdo realizados através de implantes in vivo ou em culturas de
células in vitro. A necessidade de estudos do comportamento celular in vitro sobre a
superficie de diferentes materiais € fundamental para o uso racional e seguro na pratica
médica. No método in vitro podem ser observados os processos de crescimento celular
diretamente sobre os biomateriais. Caracteristicas de adequada permeagdo e excelente
adesividade celular s@o importantes fatores na avaliacdo de biomateriais. As propriedades
fisico-quimicas dos biomateriais, tanto do aspecto quimico ou morfoldgico, causam efeitos na
adesdo, na distribuicdo, na proliferacdo, na diferenciacdo e na funcdo celular (MULLER,
2008).
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A morfologia celular refere-se ao estudo da forma, tamanho, estrutura e organizagao
das células. A avaliacdo da morfologia celular em testes de citotoxicidade & importante
porque células saudaveis apresentam uma morfologia caracteristica, enquanto células afetadas
por substancias toxicas podem apresentar alteracdes significativas na sua forma e estrutura.

A citotoxicidade de um biomaterial pode ser investigada usando diferentes tipos de
células pelo ensaio de MTT (3-(4,5-dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico), o qual
mensura a atividade mitocondrial de células vivas e representa um parametro de sua atividade
metabolica. Dessa maneira, podem ser usadas como células originadas de cultura primaria,
como no trabalho de Zhu e colaboradores em 2005, ou como linhagem celular usado, em
2007, por Tang e colaboradores.

O ensaio de MTT é um teste laboratorial e um ensaio colorimétrico padrdo para
mensurar a proliferacdo celular. Também pode ser usado para a citotoxicidade de um
potencial agente medicamentoso ou de outros materiais toxicos (JAYABALAN, 1993). A
viabilidade celular pode ser avaliada por vérios métodos; entretanto é aconselhdvel um
processo que utilize uma menor variabilidade e tempo na analise das amostras. (BHATIA;
YETTER, 2008).

O sal MTT de -coloragdo amarela (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlico) é reduzido na mitocondria das células vivas, através da clivagem da enzima
succinato desidrogenase, em cristais de formazan, de coloragdo pdrpura. A variavel continua
resultante da quantidade de cristais formados é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis. A producdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratoria. A
densidade o6ptica (OD) resultante do Teste MTT é determinada em espectofotémetro
(CASTRO, et al. 2004).

A citotoxicidade pode ser comparada entre diferentes biomateriais, como 0s
derivados da quitosana, celulose, colageno, latex ou &cido hialurénico. Os resultados sdo
extraidos do contato direto de células cultivadas sobre superficie das peliculas, ou as células
cultivadas e expostas ao meio de extracdo (ME) dos biomateriais testados. A viabilidade
celular é expressa como uma percentagem de células vivas do material testado versus a
percentagem de células do controle positivo de citotoxicidade (CASTRO, et al. 2004,
CARDENAS, et al. 2008; FRADE, 2001).

A atividade metabolica das células ¢ avaliada em termos de pardmetros como a taxa
de crescimento, a taxa de consumo de oxigénio, a producdo de energia, a produgdo de
metabolitos especificos, entre outros. A analise desses pardmetros pode indicar se as células

estdo sendo afetadas negativamente pela substancia testada. Em resumo, a avaliacdo da
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atividade metabdlica das células é uma ferramenta importante para avaliar a toxicidade de
substancias em células. A analise da atividade metabolica das células pode fornecer
informacdes valiosas sobre o estado funcional das células e sua capacidade de se adaptar a

diferentes condicdes de estresse.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O principio de um microscopio eletrdnico de varredura (MEV) consiste em utilizar
um feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a
ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura
esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente (DEDAVID, 2007).

Basicamente a MEV inclui a geracdo de elétrons, o controle e focagem do feixe de
elétrons, a interacdo dos elétrons com a amostra e a deteccdo dos elétrons secundarios e
retroespalhados. A instrumentacdo envolvida na MEV inclui o microscopio propriamente
dito, os sistemas de vacuo, os sistemas de controle eletronico e a cdmera de deteccéo.

No trabalho de Dedavid (2007), ainda descreve que quando o feixe primario incide
na amostra, parte dos elétrons difunde-se e constitui um volume de interacdo cuja forma
depende principalmente da tensdo de aceleracdo e do nimero atdbmico da amostra, neste
volume, os elétrons e as ondas eletromagnéticos produzidos sdo utilizados para formar as
imagens ou para efetuar analises fisico-quimicas. A imagem formada a partir do sinal captado
na varredura eletrdnica de uma superficie pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez
que a imagem resulta da amplificacdo de um sinal obtido de uma interacdo entre o feixe
eletronico e o material da amostra. Diferentes sinais podem ser emitidos pela amostra. Dentre
0s sinais emitidos, 0os mais utilizados para obtencdo da imagem séo originarios dos elétrons
secundarios e/ou dos elétrons retroespelhados.

As aplicacfes da MEV sdo variadas, e incluem o estudo de caracteristicas estruturais
e morfoldgicas de amostras, o estudo de superficies e interfaces, a analise de falhas em
materiais, a analise de tecidos biologicos e a caracterizagdo de particulas e microrganismos. A
MEV tem sido difundida no meio cientifico ao longo dos anos e propiciado grandes
contribui¢des, como no trabalho de Sondi e Salopek (2004), onde foi verificada a acéo
antimicrobiana de nano particulas de prata, essas nano particulas mostraram-se bactericidas
eficazes, e sua acdo tem ligacdo direta com o tamanho das particulas, nas quais foram

verificadas por meio da técnica da MEV.
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Ja no trabalho de Yoshimoto (2003), dispuseram-se da técnica de microscopia
eletronica de varredura, para analisar a superficie das interacbes das maltiplas camadas de
células sob as células-polimero (PCL), e essas interacdes sdo favoraveis as aplicacdes em
engenharia do tecido 6sseo. A MEV € uma técnica poderosa e versatil que permite a analise
de amostras em escala microscopica, e continua a ser uma ferramenta importante para a

pesquisa em diversas areas da ciéncia.

4 METODOLOGIA

4.1 Local do estudo

O estudo foi conduzido nos Laboratérios de Microbiologia Veterinaria (LAMIV),
Biotecnologia Animal (LBA), Morfofisiologia Animal Aplicada (LABMORFA), Microscopia
Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) ambos pertencentes a Universidade Federal Rural

do Semi-Arido, localizado no municipio de Mossor6/RN.

4.2 Cepas bacterianas e fungicas

Foram utilizadas amostras de cepas bacterianas padrdo de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella enteritidis (ATCC
13076), e cepas bacterianas clinicas obtidas de animais domésticos Streptococcus agalactiae
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, e Corynebacterium sp. Dentre as cepas fungicas foi
selecionada uma padrédo de Candida albicans (ATCC 10231) e uma cepa clinica obtida de
animais domésticos de Malassezia pachydermatis, mantidas sob refrigeracdo no laboratério

de microbiologia veterinaria.

4.3 Cultivo da planta

As folhas e flores de Dysphania Ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants foram
colhidas manualmente no horario de 07 da manha a partir do cultivo de espécimes presentes
na Farmacia Viva Veterinaria da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN,
sob coordenadas geograficas 5°12°16.0” de latitude sul e 37°19°26.4” de longitude oeste. A
programacéo de irrigacdo foi estabelecida para duas vezes ao dia, sendo a primeira entre 0s

horarios de 06:00-07:00 e a segunda entre 17:00 e 18:00. Estas passaram-se a serem
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acondicionadas em sacos individuais de cor preta e levadas ao laboratério de Microbiologia
Veterinaria, na UFERSA, para o processamento do 0leo. As exsicatas foram levadas ao
Herbario Déardaro de Andrade Lima, para catalogacdo obtendo o nimero de tombamento
definido como n°15833.

4.4 Extracdo do 6leo

Foi empregado o0 método de arraste por vapor d’agua e/ou destilagdo a vapor, por um
periodo de 2 horas a partir da ebulicdo, no equipamento denominado Clevenger. Foram
utilizadas 100 g da amostra de D. ambrosioides (L) in natura em triplicata para determinacéo
do rendimento expresso em (% p/p). A agua foi aquecida em um baldo fundo redondo sobre
uma manta aquecedora que entra em ebuli¢do, os vapores de agua resultantes desse processo
sdo conduzidos sob pressdo em direcdo a outro recipiente, onde se encontra o material
vegetal. O calor do vapor faz com que as paredes celulares se abram. Dessa forma, o 6leo que
estava entre as células evapora junto com vapores de agua e os volateis sdo conduzidos em
direcdo ao condensador que vai para o tubo de resfriamento; em seguida, o 6leo é coletado em
um recipiente. O 6leo essencial deveré ser acondicionado em vidro ambar, e mantido sob

refrigeracdo a 5°C.

4.5 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada segundo o método de microdiluicdo adaptado
do CLSI (2003). Neste ensaio foram utilizadas microplacas de 96 pocos (12 colunas e oito
linhas) com fundo chato. As concentraces do decocto foram preparadas e testadas logo apds
sua confeccdo. Engquanto que uma solucdo-estoque do Oleo era previamente preparada
dissolvendo 500 pL do 6leo essencial em 2.500 pL de Tryptic Soy Broth (TSB) com Tween
80 a 0,5% A CIM dos produtos testes foi determinada pela microdiluicdo em caldo Tryptic
Soy Broth (TSB) com suspensdes bacterianas de 108 UFC/mL e fungicas de 105 UFC/mL,
ajustadas por comparacdo com a escala 0,5 de McFarland (densidade optica 0,08 a 0,1
avaliada num comprimento de onda de 530nm) e com concentracGes do 6leo variando de 5,0
a 0,004 %, todas em triplicata. Como controle positivo foi utilizada a clorexidina, testada nas
concentragfes de 0,5 a 0,0005%, e como controle de crescimento (negativo) o inoculo
semeado somente em caldo TSB, também em triplicata. As placas foram incubadas a 37°C

por 24 horas para as bactérias e 48 horas para os fungos.
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Quanto a cultura da Malassezia pachydermatis, foi necessario realizar uma adaptacéao
nos meios de cultura, sendo substituido pelo Caldo de Sabouraud Dextrose adaptado por
Rukayadi; Hwang (2006) com 1%(v/v) de puro 6leo de oliva para se efetuar a CIM (figura
05) e Agar Sabouraud para efetuar a CFM (figura 04), o crescimento médio foi observado a
partir de 72 horas pos semeadura, tanto no caldo quando no meio Agar Sabouraud.

ApOs esse periodo, a leitura dos pogos com ou sem crescimento microbiano foi
realizada pela observacdo da presenca/auséncia de turvacdo, por meio de leitura da
absorbancia em leitor de microplacas utilizando um comprimento de onda de 630nm. A CIM
foi definida como a menor concentracdo da droga na qual ndo foi observado crescimento
microbiano, ou seja, que ndo houve diferencga entre a média da absorbancia inicial e final para

cada in6culo.

4.6 Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM e CFM)

Para determinacdo da CBM ou CFM, aliquotas de 10 pL dos pocos de cada
concentracdo de 6leo variando de 5,0 a 0,004 %, testada por microdiluicdo, 0s quais ndo
apresentaram crescimento microbiano a olho nu, foram inoculados em regifes previamente
identificadas de placas de Petri contendo meios Agar BHI ou Agar Sabouraud,
respectivamente, com o auxilio de alca de platina calibrada (figura 03), seguido de incubacéo
a 37°C por 24 h para bactérias e de 48-72 h para os fungos. A menor concentracdo em que
ndo houve crescimento de colbnias bacterianas ou fangica nas placas foi indicada como a

CBM e CFM do 6leo para cada cepa microbiana testada.
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Figura 3 - Realizacdo da transferéncia de aliquotas dos pogos da CIM para as placas de CBM

e CFM dos microrganismos testados.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Figura 4 - Placas de CFM com meio Agar Sabouraud semeado com diferentes CIM
desafiados a Malassezia pachydermatis. (A) concentracdo sem crescimento fungico (0,156%),
(B) concentragcdo com crescimento fungico (0,078%), (C) controle com clorexidine sem

crescimento.

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 5 - Pocos da CIM com a solucédo do 6leo desafiado a Malassezia pachydermatis.
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Fonte: Autoria propria (2023).

4.7 Teste de Citotoxicidade

Para a citotoxicidade, fragmentos da pele do sitio cirtrgico das gatas (9,0 mm3)
foram cultivados in vitro em meio essencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2% de solucdo de antibioticos-antimicéticos a
38,5 °C e 5% CO2. Células derivadas do cultivo priméario e j& como subcultivo foram
utilizadas para a analise da toxicidade, com 90% de confluéncia e numa concentracéo de 5,0 x
10* células/mL. Estas células foram entdo divididas em cinco grupos experimentais e
incubadas por 10 min: a) sem a presenga do extrato (grupo controle negativo); b) Clorexidine
a 0,2% (solucdo mae a 0,4% - grupo clorexidine); c) Solucdo de 6leo a 50% (solucdo mée a
100% - grupo 6leo); e d) Meio + Tween a 50% (solucdo mée a 100% - grupo Tween). Apds 0
periodo de incubacéo, células foram avaliadas quanto a sua morfologia usando microscopio
invertido (Nikon TS100, Tokyo, Japan). Além disso, células foram avaliadas quanto a
viabilidade usando o ensaio com azul de tripan a 0,4%, sendo células coradas em azul
consideradas ndo viaveis e células incolores consideradas viaveis. Brevemente, ap0s a
tripsinizagdo, células foram coradas com azul de tripan e contabilizadas em camara de
Neubauer, sendo a taxa de viabilidade calculada de acordo com a formula: (n° de células
vivas/ n° total de células contadas) * 100
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Finalmente, células foram avaliadas quanto a sua atividade metabdlica usando o
ensaio de 3-(4,5-dimetil2-tiazolil) -2,5-difenil-2il-tetrazélico (MTT). Células foram incubadas
com 5 mg/mL de MTT por 3 h. Apos esse periodo, a solucdo de MTT foi removida e
acrescido 1,0 mL de composto dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizacdo dos cristais de
formazan. Adicionalmente, a leitura foi realizada em espectrofotémetro (Shimadzu® UV-
mini-1240, Kyoto, Jap&o) a uma absorbancia de 595 nm. Para a anélise estatistica, os dados,
expressos como média * erro padréo de trés repeti¢bes, foram analisados usando o software
GraphPad (Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, USA). Todos os resultados
foram verificados para normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e homoscedasticidade pelo teste
de Levene. Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal e foram transformados por arco

Seno.

4.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A preparacdo das amostras microbianas para a leitura de MEV seguiu as seguintes

etapas: preparo dos indculos e preparacdo para MEV.

4.9.1 Preparo dos inoculos

As cepas utilizadas na pesquisa foram ajustadas com o auxilio de um
espectrofotdmetro (Biospectro SP-22), com suspensdes bacterianas de 102 UFC/mL e
fangicas de 105 UFC/mL, ajustadas por comparacdo com a escala 0,5 de McFarland
(densidade optica 0,08 a 0,1 avaliada num comprimento de onda de 530nm). Ap6s o ajuste, 1
mL da solucdo ajustada foi adicionada a 1 mL de meio de cultura Tryptic Soy caldo estéril e
incubada em estufa bateriolégica a 37 °C por 24 horas (C. albicans por 48h e M.
pachydermatis por 72h). Posteriormente, 1 mL da solucgdo incubada foi adicionado a 1 mL de
solucgéo do oleo no valor de duas vezes a CIM correspondente a cada micro-organismo. Além
disso, mais 1 mL da solugcdo de incubagdo foi novamente adicionado ao mesmo meio de
cultura sem o Oleo para a obtencdo de células saudaveis para comparacdo, entdo foram

novamente incubados a 37 °C por 24 horas (C. albicans por 48h e M. pachydermatis por 72h).
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4.9.2 Preparacéo para MEV

Passado o tempo de incubacdo as amostras foram levadas a centrifuga a 3000 rpm
por um periodo de 10 minutos para a formacéo dos péletis de processamento. Entdo, seguiu-se
as etapas de preparacdo das amostras observando-se de acordo com Gama (2023) e Ibrahim
(et al., 2013) com algumas modificacdes. As etapas foram fixacao, pos-fixagdo, desidratacdo e
secagem das células microbianas peletizadas.

Fixacdo: o material peletizado foi fixado em solucdo fixadora de glutaraldeido a
25%, solucdo tampdo fosfato de sodio (PBS) a 0.2 M e &gua (1.2, 5.0 e 3.8 mL,
respectivamente) por 12 horas. Passado este tempo, cada pélete foi lavado por trés vezes em
solucdo de PBS (0.1 M) durante 30 minutos.

Pds-fixacdo: para a pos-fixacdo utilizou-se solucéo de ésmio (1 g diluido em 100 mL
de PBS) durante 30 minutos. Posteriormente, o material foi novamente lavado por trés vezes
durante 5 minutos.

Desidratacdo: nesta etapa utilizou-se solucdo de alcool etilico em diferentes
porcentagens variando de 15 até 100% de alcool (15, 25, 30, 50, 70 e 100%). Nas
porcentagens de 15 a 70% as células peletizadas ficaram expostas por 10 minutos. J& com o
alcool puro (100%) o tempo de exposi¢do foi de apenas 5 minutos.

Secagem: para esta fase, utilizou-se 0 método fisico de secagem, a secagem ao ar, ou
seja, as células microbianas foram expostas ao ar em temperatura ambiente até a secagem
total do material.

Ent&o, ap0s todas estas etapas de processamento, as amostras secas foram expostas a
uma camada de ouro de 9 nm e entdo foram levadas para as observagdes em microscopio
eletronico de varredura (Pfeiffer Vacuum — D-35614 Assiar) a um ritimo de tensdo acelerada
de 30 KV.

4.9 Andlise Estatistica

Analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, foi utilizada para
comparar a media da absorbancia inicial e final de cada inoculo, utilizando-se do software
Sisvar versdo 5.6. As diferencas foram significativas quando P < 0,05.

Os resultados da citotoxicidade foram analisados por ANOVA (multiplas

comparagOes) seguida pelo teste de Tukey, a uma significancia de P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas organolépticas do 6leo essencial

O rendimento do O6leo essencial, obtido pela divisdo do volume obtido de Oleo
essencial (1,6 ml) pela massa vegetal (1.269 gramas), foi de 0,13%. Como propriedades
organolépticas o Oleo apresenta cor aproximada de um tom verde claro transllcido, sabor
moderadamente picante, brilho moderado, textura oleosa e odor forte e levemente citrico. O
o0leo essencial de mastruz é rico em compostos como o ascaridol, o limoneno, o p-cimeno e o
terpinoleno (SA et al., 2016).

5.2CIM, CBM E CFM

Os resultados obtidos para atividade antimicrobiana do oOleo essencial de D.
ambrosioides (L) expressos como CIM, CBM e CFM, estdo dispostos na tabela 1, para as
bactérias e fungos testados.

Os dados apresentados indicam que as bactérias S. aureus, P. aeruginosa, S.
agalactiae, S. enteritidis, E. coli, K. pneumoniae, Corynebacterium sp. e os fungos C.
albicans e Malassezia pachydermatis apresentaram sensibilidade ao 6leo essencial do mastruz
de acordo com a CIM. No entanto, ndo foi observada CBM do 6leo essencial para as bactérias
P. aeruginosa e K. pneumoniae, sugerindo-se que sejam testadas concentracGes mais altas
contra estas cepas. Os dados referentes a CIM e CBM/CFM do controle positivo (clorexidina)
foram suprimidos da tabela pois apresentou-se como o mesmo valor (0,003%) para todos 0s

microrganismos testados.
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Tabela 1 - Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do o6leo essencial de D.

ambrosioides L. frente a diversas bactérias e uma levedura.

Bactéria/fungo CIM o6leo (%) CBM dleo (%) CFM dbleo (%)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,039 0,039 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,039 NO -
Streptococcus agalactiae 0,039 0,039 -
Salmonella enteritidis ATCC 13076 0,156 0,156 -
Escherichia coli 0,009 0,009 -
Klebsiella pneumoniae 0,625 NO -
Corynebacterium sp. 0,019 0,019 -
Candida albicans ATCC 10231 0,009 - 0,009
Malassezia pachydermatis 0,078 - 0,156

*Nota: CIM = Concentracdo Inibitéria Minima; CBM = Concentracdo Bactericida Minima; CFM =
Concentracdo Fungica Minima; NO = ndo observado; ( - ) = auséncia de atividade.
Fonte: Autoria prépria (2023).

O estudo de Oliveira em 2019 avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de D. ambrosioides contra 17 cepas de bactérias patogénicas. O estudo mostrou que o dleo
essencial foi efetivo contra todas as cepas testadas, apresentando concentracdes minimas
inibitdrias (CIM) entre 62,5 e 500 pg/mL.

Na tabela 01 podemos analisar que o S. aureus obteve a média da CIM de 0,039% e
CBM de 0,039%, estudos apresentam resultados mostrando que a CMI do 06leo essencial de
D. ambrosioides para as cepas de S. aureus testadas variou de 0,125 & 0,250%. (SAJJADI,
2017).

Ja na pesquisa de Silva et al. (2020) avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de D. ambrosioides contra cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). O estudo mostrou que o oOleo essencial foi efetivo contra as cepas de MRSA
testadas, apresentando CIM entre 0,5 e 2 uL/mL.



34

Com base em uma pesquisa realizada, ndo foram encontrados estudos especificos
que investigaram a concentracdo minima inibitéria do Oleo essencial de Dysphania
Ambrosioides contra o Streptococcus agalactiae e Corynebacterium sp. Entretanto a CIM
obtida neste trabalho foi de 0,039% para ambas e CBM de 0,039% e 0,019%
sequencialmente.

Para Pseudomonas aeruginosa o valor da CIM obtido foi de 0,039%, mas a CBM
ndo foi observada, um estudo publicado no “Journal of Applied Pharmaceutical Science” em
2017 avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de D. Ambrosioides contra varias
cepas bacterianas, incluindo P. aeruginosa, demonstrou que o Gleo essencial apresentou
atividade bactericida contra essa bactéria, com uma CIM de 0, 125%, sendo um valor superior
ao encontrado nessa pesquisa (CHANDRASHEKAR, 2017). As diferencas nessas
concentracdes do OE em experimentos diferentes podem ser justificadas pela afirmacéo de
que a concentragcdo dos componentes quimicos é diretamente influenciavel pela qualidade do
solo e local de coleta, 0 que consequentemente poderd variar resultados sobre sua acdo
antimicrobiana (SA et al., 2016).

Para Salmonella enteritidis a CIM obtida foi de 0,156% e CBM de 0,156%, outro
estudo publicado no “Journal of Essential Oil Bearing Plants” em 2020 avaliou a atividade
antimicrobiana do dleo essencial de D. Ambrosioides contra S. enteritidis, Os resultados
mostraram que o0 Gleo essencial apresentou atividade antimicrobiana contra todas as cepas
testadas, com valores de CIM de até 0,125 % (EL-SABER et al., 2020).

Um estudo de Ribeiro publicado em 2017 avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de D. ambrosioides contra cepas de Escherichia coli. O estudo demonstrou que o
6leo essencial apresentou atividade bactericida contra E. coli, com uma concentracdo
inibitéria minima (CIM) de 0,06%. Em contraste com este experimento onde a CIM foi de
0,009% e CBM de 0,009%, representando uma concentracao cinco vezes menor.

J& quando observamos os resultados para Klebsiella pneumoniae , notamos 0 maior
valor de CIM gerada na analise, que foi de 0,625%, mas a CBM né&o foi observada. Um
estudo publicado na revista "Journal of Applied Pharmaceutical Science™ em 2017 avaliou a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Dysphania Ambrosioides contra varias cepas
bacterianas, incluindo Klebsiella pneumoniae. Os resultados indicaram que a CIM do 0leo
essencial para as cepas de K. pneumoniae testadas foi de aproximadamente 0,250%
(SAJJADI, 2017). Sendo assim uma diferenga de concentracdo de OE bastante relevante.

Os resultados obtidos sdo justificados na composicdo do Oleo essencial de D.

ambrosioides onde foram identificados cinco compostos, como 0 (Z)-ascaridol (87%), a-
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terpineno (1,24%), p-cymeno (4,83%), piperitone (0,7%) e (E)-ascaridol (5,04%), que
representam 98,81% da sua composicdo (Vieira et al. (2011). Outros compostos foram
relatados por Nascimento et al. (2009) como (E)-ascaridol, além de carvacrol, séo
componentes ativos que podem estar relacionados a atividade antibacteriana. Além disso, 0s
mesmos autores verificaram que o 6leo essencial desta planta apresentou capacidade de inibir
cepas de S. aureus e Shigella flexineri nas concentragcdes de 2,5%, mas nédo teve atividade
sobre outras gram-negativas como E. coli, Proteus vulgaris e Streptococcus f-haemolyticus
mesmo em concentracdes maiores (5 e 100%).

A atividade antibacteriana pode ser justificada pelos dados do estudo publicado na
revista cientifica “Molecules” em 2021, que investigou os efeitos do Ascaridol sobre a parede
celular de bactérias patogénicas, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Os resultados mostraram que o Ascaridol
causa danos na membrana celular dessas bactérias, levando a uma perda de integridade e
funcdo da parede celular. O estudo também sugeriu que o Ascaridol pode interagir com a
membrana lipidica da bactéria, aumentando a permeabilidade da membrana e permitindo a
entrada de outros compostos antimicrobianos (ARAUJO, et al. 2021).

Outro estudo publicado na revista cientifica “PLoS One” em 2016, investigou 0s
efeitos do Ascaridol sobre a parede celular da bactéria Escherichia coli. Os resultados
mostraram que o Ascaridol causa danos significativos na parede celular da bactéria, levando a
uma perda de integridade da membrana e a uma diminuicdo da viabilidade celular. O estudo
também mostrou que o Ascaridol interage com a membrana lipidica da bactéria, levando a
uma perturbacdo da estrutura da membrana (OLIVEIRA, et al. 2016).

Além disso, um estudo publicado na revista cientifica “Frontiers in Microbiology”
em 2019, investigou os efeitos do Ascaridol sobre a parede celular da bactéria Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Os resultados mostraram que o Ascaridol causou
danos na parede celular da bactéria, levando a uma diminuicdo da viabilidade celular. O
estudo também sugeriu que o Ascaridol pode interagir com a membrana lipidica da bactéria,
aumentando a permeabilidade da membrana e permitindo a entrada de outros compostos
antimicrobianos (SOUSA, et al. 2011).

Frankenberger (2022) identificou os compostos identificados no 6leo essencial de D.
ambrosioides foram a-terpineno (43,40%), p-cimeno (19,81%), y-terpineno (0,63%),
terpinoleno (34,32%), ascaridol (1,85%), enoato de 2-metilbutil-2-octila (0,09%), o que
comprova que o tipo de solo, local, e época do ano influenciam diretamente na composicao

quimica do dleo. Influenciando na capacidade antibacteriana de cepas bacterianas e fungicas.
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Quanto aos resultados relacionados a agdo antifingica, verificou-se que a menor
CIM, bem como CFM, ambas no valor de 0,009%, foi obtida quando se desafiou a levedura
C. albicans frente as concentracGes do Oleo essencial. Além de acdo inibitoria, relata-se
também que o extrato hidralcodlico das folhas da D. ambrosioides L. apresenta acdo anti-
biofilme contra C. albicans, cuja acdo pode estar relacionada a flavonoides como kaempferol
e quercetina (ZAGO et al., 2019). Além disso, outras investiga¢Oes fitoquimicas também
revelaram componentes com acdo antifungica, tais como: p-cimeno (HAMMER et al., 2003;
KORDALI et al., 2008; SEGVIC-KLARIC et al., 2007), carvacrol (KORDALI et al., 2008),
a-Terpineol, a-pineno, limoneno, y-terpineno (HAMMER et al., 2003), timol (KORDALI et
al., 2008; SEGVICKLARIC et al., 2007) e todos os ascaridols (JARDIM et al., 2008).

Em Jardim et al. (2008) sugere-se que os ascaridoles sdo 0s principais componentes
fungitoxicos encontrados no 6leo essencial de D. ambrosioides, no entanto, acreditam que a
fungitoxicidade pode envolver componentes em menor concentragdo que atuariam com
efeitos sinérgicos,como a-terpineno, p-cymeno, piperitone e (E)-ascaridol.

Para Malassezia pachydermatis obtivemos uma média CIM de 0,078% e CFM de
0,156%, o que demonstra uma alta sensibilidade desse fungo ao OE. Embora o OE de
Dysphania Ambrosioides tenha muitos estudos por suas propriedades antimicrobianas e
antifungicas, a pesquisa especifica sobre sua atividade contra M. pachydermatis é limitada,
ndo havendo estudos especificos.

Em geral, os estudos cientificos demonstraram que o Oleo essencial de D.
ambrosioides apresenta atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de bactérias e
fungos patogénicos, incluindo cepas resistentes a antibidticos. No entanto, mais pesquisas sdo
necessarias para investigar os mecanismos de acdo do 6leo essencial e sua eficacia em

diferentes condicdes clinicas.

5.3 Citotoxicidade

Foram observadas diferencas na morfologia das células incubadas com solugédo de
6leo, demonstrando um citoplasma mais translicido, alguns agrupamentos celulares e
desprendimento do tapete celular da placa, em comparacdo com 0S outros grupos, que
demonstraram celulas com morfologia semelhante a fibroblastos, com formato fusiforme e

prolongamentos citoplasmaticos (Figura 06, A-D).
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Figura 6 - Avaliacdo morfoldgica de células obtidas de pele maméaria de gata, expostas a
clorexidine a 0,2%, solucdo de 6leo a 50% e meio + tween a 50%. (A) Controle negativo (sem
presenca de clorexidine, solucdo de 6leo, meio + tween), (B) Clorexidine a 0,2%, (C) Solucéo
de Oleo a 50% e (D) Meio + Tween a 50%. Células semelhantes & fibroblastos (setas

brancas), barra de escala = 20 pm. Aumento de 10x.

Fonte: Autoria propria (2023).

Quanto a viabilidade celular avaliada pelo ensaio de azul de tripan (Tabela 02),
células incubadas com clorexidine a 0,2% apresentaram maiores taxas de viabilidade pelo
ensaio azul de tripan. No entanto, por se tratar de uma técnica que envolve coloragdo de
ceélulas, podemos sugerir que a solucdo testada com o Oleo pode interferir quanto a
permeabilidade celular, podendo impedir a acdo do corante, assim ndo visualizando possiveis
células saudaveis. Pode-se justificar isso quando observamos a atividade metabodlica avaliada
pelo ensaio de MTT (Tabela 03), no qual apresentou étimos resultados.
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Tabela 2 - Viabilidade avaliada pelo ensaio de azul de tripan das células da pele mamaria de
gata cultivadas in vitro apds 10 min de incubacdo em diferentes condicdes.

Grupos Viabilidade celular (%0) P em relacéo ao controle
Controle negativo 75,6 +5,8° --
Clorexidine a 0,2% 94,5 + 3,12 0,0034
Solucéo de 6leo 43,5+ 6,5° 0,0013
Meio + Tween 56,1 + 5,4° 0,0204

Valores expressos como média + desvio padrédo (DP). P < 0,05.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Tabela 3 - Atividade metabolica avaliada pelo ensaio de MTT das células da pele maméria de
gata cultivadas in vitro apds 10 min de incubacdo em diferentes condicGes.

Grupos Atividade metabdlica P em relacéo ao controle
(%)
Controle negativo 96,0+6,1 -
Clorexidine a 0,2% 83,0 £ 15,7 0,6876
Solucéo de dleo 91,7+7,6 0,9542
Meio + Tween 97,0+£5,1 0,9944

Valores expressos como média + desvio padrdo (DP). P > 0,05.

Fonte: Autoria propria (2023).

Quanto a atividade metabdlica (Tabela 03), nenhuma diferenca foi observada no
percentual de atividade metabdlica das células cultivadas nas diferentes condicdes avaliadas
(P >0,05).

No trabalho de Borges et al. (2012) o 6leo de D. ambrosioides (L.) ndo apresentou
toxicidade contra as células de mamiferos nas concentracdes abaixo de 0,5%. Em outro teste,
utilizando células renais de macaco, também ndo foi verificada toxicidade para o 6leo
essencial da espécie (CORREA-ROYERO et al., 2010). O dleo essencial pode ndo ser
citotoxico em celulas vivas por diferentes razbes, que incluem variagcbes na composicao
quimica do 6leo em diferentes amostras, acdes especificas das substancias presentes no dleo e
diferengas na sensibilidade e resposta das células aos compostos quimicos (SILVA, 2012).

Segundo Queiroz et al. (2014) realizaram um ensaio in vitro de citotoxicidade com a
finalidade de analisar a seletividade das plantas, incluindo D. ambrosioides (L.), e constatou

que, apos 48 horas, nenhuma demonstrou sinais de prejuizo visivel a viabilidade de
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macrofagos saudaveis. Um dos principais fatores que podem afetar a citotoxicidade do 6leo
essencial é a variacdo em sua composi¢do quimica, que pode ser influenciada por diversos
fatores, como a espécie, o local de cultivo, 0 método de extracdo e o armazenamento do 6leo
(PRAKASH, 2014). Diferentes compostos quimicos presentes no 6leo podem ter efeitos
distintos sobre as células, podendo apresentar atividades citotoxicas ou ndo, e a presenca ou
auséncia desses compostos pode variar entre diferentes amostras de 6leo essencial.

Além disso, 0os compostos quimicos presentes no oOleo essencial podem ter acbes
especificas sobre as células, que podem ser benéficas ou prejudiciais, dependendo da
concentracdo e da duracdo da exposi¢do. Algumas substancias presentes no o6leo essencial
podem ter propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias ou antimicrobianas, enquanto outras
podem danificar as células ou interferir em seus processos metabdlicos (VIEIRA, 2017
PRAKASH, 2014). Por fim, as células também podem apresentar diferencas na sensibilidade
e resposta aos compostos quimicos presentes no 6leo essencial, o que pode influenciar os
resultados dos testes de citotoxicidade. Algumas células podem ser mais resistentes ou mais
sensiveis a determinados compostos, dependendo de suas caracteristicas fisiologicas e do seu
estado metabolico. Os ensaios in vitro do presente estudo comprovou que had uma excelente
biocompatibilidade do dleo com células vivas da pele mamaria de gata, sendo destacado na
tabela 03, onde a atividade metabdlica correspondeu a quase 92% quando comparado com
meio de controle positivo (clorexidine) no qual apresentou atividade metabolica de 83%,
sendo esse um teste de triagem inicial na primeira fase da avaliacdo de maior importancia. No
entanto ndo houve efeito tdxico no nivel celular. Assim sugerindo que possa ser efetuado
testes in vivo.

Portanto, é importante considerar esses fatores ao avaliar a citotoxicidade do 6leo
essencial em células vivas e realizar testes em diferentes linhagens celulares e condicdes

experimentais para obter resultados mais precisos e confiaveis.

5.4 MEV

Nessa etapa utilizou-se a solucdo do 6leo variando suas concentracGes com base nos
parametros (CIM, CBM e CFM) obtidos desafiando os microrganismos na tabela 01, além
disso, as microscopias eletronicas de varredura de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Malassezia pachydermatis foram as melhores imagens obtidas na avaliagdo e s&o
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apresentadas a seguir. Para esses trés microrganismos as alteracbes causadas foram
semelhantes, destacando as altera¢des nas paredes celulares dos microrganismos tratados.
Conforme mostrado nas figuras 07 (B), 08 (B) e 09 (B) houve mudancas
significativas nas paredes celulares apresentando diferencas no tamanho e aparéncia das
celulas bacterianas dos microrganismos apds 24 horas de exposi¢do ao 6leo de Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, nas figuras 07 (A), 08 (A) e 09 (A) mostram
controle negativo onde nao ha exposicdo a solucdo contendo o 6leo. Essas distor¢des sdo as
modificagdes nas estruturas de bactérias gram negativas conforme observadas por outro
estudo realizado por Zakharov e outros em 2003, quando usou a MEV para visualizar a
estrutura da parede celular de E. coli e de outras bactérias gram-negativas. O estudo mostrou
que a parede celular de E. coli é composta por camadas de peptidoglicano e LPS que se
organizam de maneira complexa. E ainda nas estruturas de um estudo de Arranz et al. (2020)
utilizaram técnicas de espectrometria de massa para analisar a composi¢do proteica da parede
celular de E. coli e descobriu a presenca de uma grande variedade de proteinas associadas a
parede celular, muitas das quais estdo envolvidas em fungdes importantes como a biossintese

de peptidoglicano, a regulacdo do crescimento celular e a viruléncia bacteriana.

Figura 7 - MEV do microrganismo Escherichia coli com aumento de 30.000X. (A) sem

exposicao e (B) com exposicao ao oleo de Dysphania ambrosioides (L.).
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Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 8 - MEV do microrganismo Staphylococcus aureus com aumento de 30.000X. (A) sem
exposicao e (B) com exposicao ao 6leo de Dysphania ambrosioides (L.).

ey e
SEM HV: 30.0 kV WD: 9.63 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 10.09 mm VEGA3 TESCAN

Det: SE SEM MAG: 30.0 kx | 2pm Det: SE SEM MAG: 30.0 kx | 2pm
12 30 kx VEGA3 LMU Laboratorio de microscopia eletronica - CPVSA 11 30 kx VEGA3 LMU Laboratorio de microscopia eletronica - CPVSA

Fonte: Autoria prépria (2023).

Figura 9 - MEV do microrganismo Malassezia pachydermatis com aumento de 15.000X. (A)
sem exposicao e (B) com exposicao ao 6leo de Dysphania ambrosioides (L.).

),

- 4 ~
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1415 kx VEGA3 LMU Laboratorio de microscopia eletronica - CPVSA 1315kx VEGA3 LMU Laboratorio

Fonte: Autoria propria (2023).
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Na figura 7 (A) pode-se observar a forma de bastonete regular da E. coli, no entanto
por a imagem conter um grupamento muito alto de bactérias ndo é possivel observar maiores
detalhes quanto sua morfologia. Ainda na figura 7 (B) é notavel que praticamente todas as
células foram danificadas, observando o enrugamento e células extravasadas. O que corrobora
com o estudo de Ribeiro publicado em 2017, que avaliou a atividade antimicrobiana do dleo
essencial de Dysphania ambrosioides contra cepas de E. coli, nele relatou que o 6leo essencial
de Dysphania ambrosioides foi capaz de danificar a membrana celular de E. coli, o que leva a
liberacdo de conteudo celular e subsequente morte da bactéria. Esse efeito foi observado pela
microscopia eletrbnica de varredura, que mostrou alteragdes na morfologia da superficie
celular apds a exposi¢do ao 6leo.

Na figura 8 (A) notamos a forma de esferas do S. aureus antes da exposic¢éo ao 6leo
essencial. A parede celular de S. aureus é composta por uma camada espessa de
peptidoglicano, que é responsavel por manter a integridade estrutural da célula e protegé-la
contra os efeitos prejudiciais de seu ambiente. Essa camada de peptidoglicano é composta por
longas cadeias de glicanos interligados por peptideos, que formam uma malha tridimensional
ao redor da célula (LEE, 2006). Na figura 8 (B) € possivel observar que todo o arranjo
esférico das células foi danificado pds-exposicdo ao O6leo essencial de Dysphania
ambrosioides, também apresentando o enrugamento e células extravasadas. Sugerindo assim
que o Oleo essencial estudado pode apresentar alta capacidade de desfazer as cadeias de
glicanos da parede celular. Alteracdes semelhantes sdo vistas no trabalho de Gama (2023),
onde se avaliou a atividade microbiana do extrato pirolenhoso de eucalipto e de bambu sobre
cepas bacterianas e fungicas, entre elas a S. aureus na qual teve sua estrutura natural da
parede celular modificada, consequentemente alterando sua permeabilidade e rigidez da
parede, realizado com base na MEV, onde pode-se observar que o efeito causado na
membrana das células dos microrganismos testados foram semelhantes ao do presente
trabalho, dentre eles o extravasamento celular, enrugamento e formagé&o de poros.

Ja na figura 9 (A) é visivel a forma oval a elipsoidal, com didmetro variando entre 2
e 7 micrdmetros. A parede celular de Malassezia pachydermatis € composta por diversas
camadas, cada uma com uma composi¢do quimica especifica. A camada mais externa é
formada por polissacarideos, principalmente manose, que conferem protecao a célula contra o
sistema imunolégico do hospedeiro. Além disso, essa camada também desempenha um papel
importante na aderéncia da célula a superficies biolégicas. Em microscopia eletrdnica de
varredura, a superficie da célula de M. pachydermatis é observada como rugosa e irregular,

com a presenca de pequenas projecées (CAFARCHIA, 2008).
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Na figura 9 (B) observa-se pequenas variagbes morfologicas, mas vale salientar que
houve enrugamento de algumas células e formacao de poros, sendo possivel que o tempo de
exposicao possa ter sido insuficiente para se obter um resultado mais expressivo, julgando que
0 tempo de exposicdo foi de apenas 24 horas, sendo que em média a M. pachydermatis

apresenta crescimento com cerca de 72 horas de cultivo.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial de D. ambrosioides (L) apresentou atividade antibacteriana e
antifungica ao controlar o crescimento de diversos microrganismos patogénicos, tanto cepas
padrdo quanto isolados de amostras clinicas de animais, sendo estabelecida a CIM e
CBM/CFM para a maioria 0s microrganismos testados. Quanto a citotoxicidade, células da
gata ndo diferem na sua atividade metabdlica quando cultivadas nas diferentes condicGes
avaliadas.

Quanto a MEV, foi possivel observar que o OE de D. ambrosioides (L) possui
capacidade de causar danos irreparaveis na estrutura da parede celular de bactérias e fungos,
resultando no comprometimento de suas fungoes.

O Oleo essencial de D. ambrosioides (L) é uma fonte potencial de compostos
bioativos com atividade antimicrobiana. Estudos in vitro mostraram que o 6leo essencial tem
atividade contra uma ampla variedade de bactérias e fungos, tornando-o um candidato
promissor para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para entender completamente os mecanismos pelos quais o 6leo
essencial exerce sua atividade e para avaliar sua eficacia em testes in vivo e em seres
humanos e animais.

Nesse contexto, diante dos resultados obtidos nesse estudo, a atividade
antimicrobiana do OE de D. ambrosioides (L.) sugere que este produto possa ser utilizado
como uma alternativa antimicrobiana natural as drogas sintéticas ja comercializadas. Uma vez
que o uso indiscriminado desses medicamentos, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria, vem provocando resisténcia bacteriana ou flangica, o uso de novas alternativas

medicinais € uma abordagem promissora.
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ANEXOS

Anexo A - Comprovante de publicacdo de dados sobre acdo antimicrobiana in vitro do 6leo
essencial e decocto de Dysphania ambrosioides (L.) no Anais do Il Congresso Brasileiro

Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia.

Anais do Ill CoBICET — Trabalho completo ]
Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologial

“I5 anos dos Bls e LIs: retrospectiva, resisténcia e futuro”

ACAO ANTIMICROBIANA IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL E
DECOCTO DE Dysphania ambrosioides (L.)

Hugo Maciel de Faria!, Leon Denner Moreira Benicio?, Enilson
Claudio da Silva Junior?, Francisco Marlon Carneiro Feij62, Nilza
Dutra Alves?, Caio Sérgio Santos?

!Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoré, Brasil
(hugo faria@alunos.ufersa.edu.br)
2Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoré, Brasil

Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar a a¢do antimicrobiana do decocto e do dleo
essencial das folhas da Dysphania ambrosioides L., conhecida popularmente como
mastruz. Esses produtos foram testados frente a microrganismos padrdo e clinicos isolados
de animais. Utilizou-se a técnica de microdilui¢do para definir a Concentragdo Inibitoria
Minima e Concentragdo Bactericida/Fungicida Minima. Os resultados demonstraram agdo
antibacteriana e antifingica somente do 6leo essencial sobre as cepas testadas.

Palavras-chave: mastruz; antibacteriano; antifingico; microdiluigao

Fonte: Elaboragéo do autor (2023).
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Anexo B - Exsicata de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants®.

Fonte: Autoria prépria (2023).

! Exsicata foi coletada no municipio de Mossor6-RN e o espécime testemunho foi incorporado ao acervo do
Herbario Déardaro de Andrade-Lima (MOSS), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA,
Mossoré-RN), identificado pelo tombo de nimero 15833.



