UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

GLEILTON WEYNE PASSOS SALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI MICROBIANA E DO MECANISMO DE
ACAO DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DA CASCA DE FRUTOS DA
HYMENAEA COURBAIL L.

FORTALEZA
2014



GLEILTON WEYNE

PASSOS SALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DO MECANISM O DE
ACAO DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS CASCAS DE FRUTDDA
HYMENAEA COURBAIL.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P0Os-Graduacdo em Ciéncia
Farmacéuticas da Faculdade de
Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara, como
parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Préf Dr. Nadia Accioly
Pinto Nogueira

FORTALEZA

2014



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Saude

S155a Sales, Gleilton Weyne Passos.
Avaliacédo da atividade antimicrobiana e do mecaoidmacéao do 6leo essencial

extraido da casca de frutostdgmenaea courball. / Gleilton Weyne Passos Sales. —
2014.

138 f.: il. color., enc. ; 30 cm.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal dodC€aculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem; Departamento de FarmBocigjrama de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas; Mestrado em Ciéncias F&utiaas, Fortaleza, 2014.

Area de Concentrag&o: Biologia para a saude.

Orientacéo: Profa. Dra. Nadia Accioly Pinto Nogaeir

1. Antibacterianos. 2. Oleos Volateis. 3. Sinergigfarmacoldgico. 4. Staphylococcus
Aureus I. Titulo.

CDD 615.329




GLEILTON WEYNE PASSOS SALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DO MECANISM O DE
ACAO DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS CASCAS DE FRUTDDA
HYMENAEA COURBAIL.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s Graduacdo em Ciéncia Farmacéuticas
da Faculdade de Farméacia, Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do

Ceara, como parte dos requisitos

necessarios a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em I

Banca examinadora:

Prof’. Di”. Nadia Accioly Pinto Nogueira (Orientadora)

Departamento de Analises Clinicas e ToxicologitdQ)

Prof. Dr¥. Romélia Pinheiro Gongalves

Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gitHQ)

Dr? Gisele Medeiros Bastos

Departamento de Analises Clinicas e ToxicologitHsR)



As mulheres da minha vida Terezinha
Pautiiha dos Passos, Maria Naraze
Passos e Maria Naracilda das Chagas,
pela dedicacdo de suas vidas em prol dos

meus estudos.



AGRADECIMENTOS

A Prof. Dr”. Nadia Accioly Pinto Nogueira por todos os ensieatos,
dedicacédo, paciéncia e apoio na execucao destdhoab

A minha familia, meu porto seguro que esteve ptesan todos 0s momentos.

A excelente equipe de amigos e parceiros do LalmMidndressa Hellen de
Morais Batista, Larissa Queiroz Rocha, Andréa Bdssaeira, Adriana Carvalho de
Albuquerque, Rafael de Carvalho Mendes, FabricisaC&ernandes, Luciana Siebra,
Anne Caroline Duarte Moreira e Pedro Mikael Soa@stoda ajuda e compreensao.

Aos amigos Nanilucas Cavalcante, Thyago Ribeiro, Victor Hugo, Atvae
Castro, Carol Alcantara, Gutto Moreira, Isac SdiwinWashington Feitosa, Terezinha
Goncalves, Neila Goncalves, Jéssika Goncalves eingéVTharla pela amizade
indispensavel durante esta caminhada.

A Leto Queiroz pela valiosa ajuda na coleta dasséra® na Serra da Ibiapaba.

A Técnica do Horto de Plantas Medicinais Francidosé de Abreu Matos,
Amélia Ramos Freire pela obtencdo do 6leo essetetdymenaea courball.

Ao PADETEC pela analise e caracterizacéo do 6lsenesal.

Ao Prof. Dr. Valder Nogueira Freire e sua equipdatmratorio pelas andlises
de microscopia de forga atdbmica.

A Prof. Dr’. Romélia Pinheiro Gongcalves e a®D&isele Medeiros Bastos por
aceitarem o convite de participacdo da banca es pebtmsideracdes acerca deste
trabalho.

A Raimundinha Gomes, Secretaria da Pds-Graduagda, disponibilidade e
atencdo no decorrer do curso.

A CAPES pelo apoio financeiro.



“A imaginacao € mais importante que a
ciéncia, porque a ciéncia é limitada, ao
passo que a imaginagcdo abrange o
mundo inteiro” (Albert Einstein)



RESUMO

O Jatoba Klymenaea courbaril ). possui um amplo histérico de utilizacdo pelos
indigenas de florestas tropicais, seus frutos ségpostos por 6leos essenciais, taninos,
substancias amargas, matérias resinosas e péetivak) e acucares. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana deodkssencial extraido da casca de
frutos daHymenaea courbaril. (OEHCc) e 0 seu mecanismo de acao sobre cep&8 0S
de referéncia d8. aureugS. aureuATCC 6538P €. aureus4458). Para a avaliacao
da atividade antimicrobiana foram determinados tenpmal antimicrobiano do OEHCc,
as Concentracdes Inibitéria (CIM) e Letal Minim&4.§1) do OEHCc, o efeito do tempo
de exposicdo ao OEHc, a OXA e as associacdes OBAG-O efeito modulador do
OEHCc na atividade de antibioticos (ATB) de usoicbne a acdo do OEHc na fases de
crescimento exponencial e estacionario e na faserdgcimento estacionario na
presenca de cloranfenicol. O mecanismo de acaoktaécQoi verificado por captagao
do cristal violeta, liberacdo de material genétamsagem do efluxo de ions potassio e
pela avaliacdo da morfologia microbiana por micopsz de forca atdmica. Também foi
avaliada a acdo de concentragfes sub-inibitoria®HEdc na expressdo de fatores de
viruléncia (catalase, coagulase, hemolisina, lipas®NAse) e a estabilidade da
atividade antimicrobiana do OEHc em diferentes @HHCc inibiu o crescimento das
cepas d&. aureuATCC 6538P (CIM = CLM = 2,5 mg/mL) 8. aureusATCC 14458
(CIM = 2,5 mg/mL; CLM =5 mg/mL). A CLM do OEHc fatapaz de inviabilizar as
cepas OSSA testadas em 8 hofasaureuATCC 6538P) e 24 horaS(aureuATCC
14458) e a CIM inibiu o crescimento &e aureusATCC 14458 até 48h de exposicao.
A acdo moduladora do OEHc na atividade de antimétde uso clinico variou com o
ATB e com a cepa testadara as associacoes OEHc-OXA testadas foi emacantma
predominancia de efeitos sinérgicos e indiferem@s as cepas OSSA testadas.
OEHCc foi capaz de reduzir o numero de células vsdgm todas as fases crescimento
microbiano. Sua maior eficiéncia na presenca de Gu@ere um mecanismo de acéo
independente do metabolismo celular. O OEHc foazage promover o aumento da
captacdo do cristal violeta, da liberagcdo de mnedtegenético e do efluxo de ions
potéssio, provocando também alteragcbes na morfologcteriana, sugerindo que seu
alvo de acéo seja o envoltorio celular. No entaatiojbicdo da expresséo de fatores de

viruléncia pode indicar a participacao de outre®sina acdo do OEHc, como a sintese



de macromoléculas. A atividadantimicrobiana do OEHc sobre cepas OSSA é
potencializada em pH alcalino. Os resultados emadas mostram que o OEHc possui
uma boa atividade antimicrobiana sobre a espécmméositivo S. aureus com
mecanismos de acdo mediados pela ocorréncia de danenvoltério microbiano com
perda de material intracelular e inibicdo da santds macromoléculas, revelando seu
efeito modulador sinérgico quando associados ailmeae outros antibioticos de uso

clinico.

Palavras-chave Hymenaea courbaril 6leo essencial, atividade antimicrobiana,

mecanismo de acao.



ABSTRACT

Jatoba lymenaea courbaril.) has an extensive history of use by nativesrapical
forests, its fruits are composed of essential @adsnins, bitter substances, resinous
materials and pectic, starch and sugars. The ageot this study was to evaluate the
antimicrobial activity of the essential oil extradtfrom the peel of fruits dilymenaea
courbaril I. (OEHc) and its mechanism of action on OSSAreriee strain$. aureus
(S. aureusATCC 6538P ands. aureusl4458). For the evaluation of antimicrobial
activity antimicrobial potential were determinedrfir OEHc Inhibitory Concentrations
(MIC) and Minimum Lethal (CLM) from OEHc, the effeof time of exposure to
OEHc, OXA and OEHc associations-OXA, OEHc modulagfiect on activity of
antibiotics (ATB) for clinical use, and the OEHctian on exponential and stationary
phases of growth and in growth stationary phasthénpresence of chloramphenicol.
The OEHc action mechanism was verified by crystalet uptake, release of genetic
material, determination of potassium ion efflux afat assessing the microbial
morphology by atomic force microscopy. It was abBsealuated the action of sub-
inibitérias concentrations of OEHc on expression vifulence factors (catalase,
coagulase, DNAse, lipase, and hemolysin) and #talmf antimicrobial activity of
OEHCc at different pH. OEHc inhibited the growth $f aureusstrains ATCC 6538P
(CIM = CLM = 2.5 mg/mL) ands. aureusATCC 14458 (CIM = 2.5 mg/mL; CLM =5
mg/mL). The CLM from OEHc was able to derail the S#Sstrains tested in 85(
aureusATCC 6538P) and 24 hourS.(aureusATCC 14458) and the CIM inhibited the
growth ofS. aureusATCC 14458 until 48 hours of exposure. The moduiaaction of
the antibiotic activity of OEHc clinical use rangedth the ATB and with the strain
tested. OEHc associations-OXA tested was founcedgminance of synergistic effects
and indifferent to the OSSA strains tested. The ORlds able to reduce the number of
viable cells at all stages microbial growth. Iteaper efficiency in the presence of CLO
suggests a mechanism of action independent ofalhdar metabolism. The OEHc was
able to promote the increased uptake of crystaew/ithe release of genetic material and
the efflux of potassium ions, causing also changdsacterial morphology, suggesting
that its target of action is the cell wrap. Howeve inhibition of the expression of
virulence factors can indicate the participatiorotifer targets on OEHc action, as the

synthesis of macromolecules. The antimicrobialégtof OEHc about strains OSSA is



potentized in alkaline pH. The results show tha& @EHc has a good antimicrobial
activity on the species Gram-positi®% aureuswith action mechanisms mediated by
the occurrence of damage in microbial wrap withsla$ intracellular material and

inhibition of the synthesis of macromolecules, s its synergistic modulator effect

when associated with oxacillin and other antib®t€ clinical use.

Keywords: Hymenaea courbarilessential oil, antimicrobial activity, mechanisrh

action.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidamlenondo. Estima-se que
das espécies descritas no planeta, de 10% a 20&&mcem territdrio Brasileiro, bem
como cerca de 30% das florestas topicais do mubB@W/({NSOHN; PRADO, 2002).
Lewinsohn e Prado (2005) estimaram entre 43 e 4@spécies de plantas ja descritas
enquanto Forzzat al. (2010) publicaram uma lista com 40.982 espéciefiada do
Brasil.

A biodiversidade brasileira ndo é conhecida corgigéi®, estima-se a existéncia
de mais de dois milhBes de espécies distintas alggs, animais e microrganismos.
Dentro dessa biodiversidade se destacam cercaldmil@spécies vegetais, das quais
menos de 1% foi estudada sob o ponto de vista matl{SIMOESet al, 2004).

Esta grande reserva natural de compostos orgameoosassumido um papel
altamente importante na descoberta e no desenvaitinue novos agentes terapéuticos
com atividade antimicrobiana (COWAN, 1999; ALVES al, 2000). Dessa forma, o
estudo sobre a variada flora brasileira possibditdesenvolvimento de um mercado
promissor e competitivo, promovendo um grande awdacnoldgico na producdo de
novos medicamentos (VILLAS BOAS; GADELHA, 2007; AGAR et al, 2008).

A partir do século XIX a humanidade se deparoutdiao diverso arsenal
terapéutico presente nas plantas medicinais, devidescoberta de substancias ativas,
gue em estado natural ou ap0s processos de tnawagf@o quimica, possuem atividade
biolégica, muitas vezes ja confirmada pelo uso faype comprovada cientificamente
(VIRTUOSOet al, 2005).

Durante a evolucdo, os vegetais foram capazes slendaver diversos
mecanismos para sua sobrevivéncia e perpetuacganldestes mecanismos estéao
envolvidos com a capacidade em resistir a ataquesmicrorganismos que,
potencialmente, prejudicariam, de alguma forma,desenvolvimento. Barreiras fisicas
e quimicas foram surgindo a fim de manter a higidezorganismo vegetal (ELOFF;
MARTINI; KATERERE, 2004).

As observacdes populares sobre o uso e a eficéc@atitas medicinais
contribuem de forma relevante para o conhecimen® mbtenciais terapéuticos dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efaitedicinais que produzem, apesar de
nao terem seus constituintes quimicos conhecid@s(KEL et al, 2002). O fato é que

muitas plantas, que ainda ndo possuem sua efitd@péutica comprovada, ja se



tornaram parte integrante da pratica meédica popdevido ao conhecimento
tradicional, sendo utilizadas por até 90% da pag@daeconomicamente carente do
Nordeste para a solugdo de problemas de satude AS#L¥l, 2003).

Através de varios mecanismos de resisténcia osorgemismos podem
resistir total ou parcialmente a acdo de um ou m@aisnicrobianos. Gurgimento e a
disseminacdo de resisténcia bacteriana podem oqwrediferentes vias, e normalmente
sdo determinados pela presséo seletiva e o usodateale antibiéticosDessa forma, é
preocupante o quadro de resisténcia microbianaaf@ss antibioticos, ressaltando a
importancia de pesquisas e uso de formas terap8witernativas (OTAIZA O'R, 2002;
MARTINEZ et al, 2009; TEXEIRA, 2009).

Neste contexto, o Jatob&lymenaea courbaril ). desponta como uma
planta medicinal bastante utilizada na medicinaufapdo pais, sob a forma de
preparacdes como extratos, pastas, suspensdes@spdsos medicinais registrados, na
literatura cientifica para o jatoba, sdo para tatn@nto de problemas respiratorios,
como expectorante; no estimulo do apetite; no coentba problemas das vias urinarias
e hepatica; como analgésico; antimicrobiano; ardgtario e cicatrizante e apresenta
ainda acdo carminativa, sedativa e adstringenteRS®WOLI; FILHO; CAMPELLO,
1975; LORENZI; MATOS, 2002).

As folhas e a casca dd. courbaril possuem compostos terpénicos e
fendlicos que agem como antimicrobianos, antifimgyie moluscocidas, sendo estas
atividades comprovados em varios estudos, o queavala longa histéria de uso
medicinal (STUBBLEBINE; LANGENHEIM, 1980; LORENZMATQOS, 2002).

Segundo Martinget al. (2010), o extrato da polpa farinacea do fruto do
jatoba demonstrou atividade antibacteriana prihcipate para bactérias Gram-
positivo. Em outro estudo o extrato da casca dectradaH. courbaril L. a 10% foi
capaz de inibir a cepa Gram-negativascherichia coli enteropatogénica
(GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2011)Pereiraet al. (2007) constataram
a atividade antimicrobiana do oOleo essencial ektradla resina do jatoba sobre
Pseudomonas aeruginosa.

A pesquisa de novas substancias potencialmentasativcom relevancia
farmacoldgica é de grande importancia. Esse tipindestigacdo pode possibilitar a
incorporacdo de novas substancias na terapéutiqaamdo se trata da pesquisa de
atividade antimicrobiana, esse fato é ainda maevaate devido ao desenvolvimento
de resisténcia microbiana aos farmacos comumeiti'ados. Assim, &l. courbaril L,



alvo de estudo do presente trabalho, € usada popitée em diversas preparacdes
medicinais, onde suas folhas, cascas, resina e lpa pfarinacea do fruto
possuem compostos que agem como antimicrobianadiirgicos e moluscocidas.
Dessa forma, essa pesquisa se faz importante palarexer cientificamente o uso
popular da planta e fornecer dados para o desemaito de um novo farmaco com

atividade antimicrobiana.
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2.10LEOS ESSENCIAIS

Uma planta é denominada como medicinal quando psabstancias com
atividade farmacoldgica, onde, na maioria das yeagsonstituintes com atividades
biolégicas necessitam do conhecimento sobre susgd@duna terapéutica (ROCHA;
ROCHA, 2009). Dentre os componentes com atividadegmientes de plantas de uso
medicinal popular e cientifico, destacam-se osH&ssenciais.

O termo 6leo essencial foi definido no século Xdt paracelso, médico e
alquimista suico, e também podem ser chamadosets oblateis, esséncias, azeites
etéreos ou azeites volateis, caracterizados quingicee como misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, alguns altanvetdteis, capazes de gerar sabores
e aromas. Grande parte das propriedades farmaa€utiescritas para plantas
medicinais sdo creditadas aos Oleos essenciais QBAT MATOS, 1989;
TROMBETTA et al, 2005; EDRIS, 2007), que em geral, apresentam abaix
estabilidade, principalmente na presenca de arclar, umidade e metais.

Sao raramente encontrados em gimnospermas, na@ensao abundantes
em angiospermas dicotileddneas (SIMGESI, 2004). Seu armazenamento e secrecio
dependem da familia de plantas, e para tal fimtexisestruturas especializadas, tais
como pélos glandulares Lgmiaceag células parenquiméticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperaceae, Poacg¢aeanais oleiferosApiaceag, bolsas lisigenas e
esquizolisigenad?{naceae, RutaceaéMARQUES et al, 2008).

Os 6leos essenciais se originam do metabolismandéoo das plantas e
possuem composi¢cado quimica de enorme complexidadgcando-se principalmente a
presenca de terpenos e fenilpropanoides. Sua @odesta integrada a fisiologia de
todo o vegetal, por isso sua composicao fitoquirrigaantidade dependem de enzimas
especificas que catalisam a produgédo de compostateis em um érgéo, do estagio de
desenvolvimento e de estresses abioticos como iaidsale do solo, umidade e
temperatura (GONCALVESt al, 2003; SILVAet al, 2003)

Estudos realizados comprovam que o meio ambientguab a espécie

vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo, infliemc diretamente a composicéo



quimica dos 6leos essenciais. Outros fatores cem@dratura, a umidade relativa, a
exposicdo ao sol e o regime de ventos também ewemt#uéncia na composicao,
principalmente em espécies que possuem estrut@asstbcagem superficiais (DE
MORAIS et al, 2006).

Quanto aos meétodos de extracdo dos Oleos essenesss variam
conforme sua localizagédo na planta e principalmeate a utilizagdo do mesmo apos a
extragdo. Os métodos mais comuns sao:

» “Enfleurage”: empregado para extrair 6leos essenda pétalas de flores. As
pétalas sdo depositadas sobre uma camada de gadiltam em contato
durante certo periodo de tempo. Em seguida essaspéao substituidas por
novas até a saturacao total da gordura que € dratad alcool. Para se obter o
Oleo essencial, a mistura de gordura e alcool #atis a baixa temperatura.

* Arraste por vapor d’agua: os constituintes do nelteregetal que possuem
pressdo de vapor mais elevada que a agua serdtados pelo vapor d’agua.
Em pequena escala, emprega-se o aparelho de Césvebdgoleo essencial
obtido, apGs separar-se da agua, deve ser secdla®®), anidro. Esse método
é geralmente utilizado para extrair 6leos de pkafiscas.

» [Extracdo com solventes organicos: os Oleos essensé extraidos com
solventes apolares.

* Prensagem: é empregado para extracao de oleoziassée frutos citricos. Os
pericarpos sdo prensados e a camada que contéeocesdencial €, entéo,
separada. Posteriormente, o 6leo é separado dasd@mfdrmada com agua
atraveés de decantacao, centrifugacéo ou destifesg@onada.

» Extragdo por CQsuper critico: o COé primeiramente liquefeito através de
compressao e, em seguida, aquecido a uma tempesaqperior a 31 °C. Nessa
temperatura, o C{atinge um quarto estado, no qual sua viscosidaa&léga a
de um gas, mas sua capacidade de dissolu¢édo éalevmo a de um liquido.
Uma vez efetuada a extracao, faz-se ¢ @idrnar ao estado gasoso, resultando
na sua eliminacéo (SIMOES al, 2004).



Devido a sua composicdo complexa, os 6leos essemEmonstram uma
variedade de acbOes farmacologicas, tornando-os n@aie fontes para o
desenvolvimento de novos medicamentos (AMARAL, 300Biversos estudos
farmacolégicos comprovam suas ac¢fes terapéuticasy estimular, deprimir ou causar
convulsdes através da acdo no Sistema NervosoaCeatividades anestésica, anti-
inflamatadria, antimicrobiana, antifingica;, e acdo em nivel ddesia digestivo,
respiratério, cardiovascular e dermatologico (GIRGE al, 1991; FRANCO;
BARROS, 2006; RODRIGUES; GUEDES, 2006; TOSCANO-G@MEZ, 2006;
TEXEIRA, 2009; FRATERNALE; GENOVESE; RICCI, 2013; B/ WEE, 2013). E
importante ressaltar que as substancias majost@maontradas nos 6leos essenciais
nem sempre sdo 0S componentes responsaveis pataegades que estes demonstram
(BANDONI; CZEPACK, 2008).

Seu uso como agentes antimicrobianos, oferece uixo basco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana, poissgmtam uma complexa composi¢cao
e sua atividade antimicrobiana pode estar reladmm@adiferentes mecanismos de acéo,
0 que dificulta a adapta¢cées microbianas (DAFERER®GAS; POLISSIOU, 2003).
Por esse motivo, os Oleos essenciais assumem amporpapel na prevencdo ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana, que gemdo motivo de preocupacao
constante no tratamento das doencas infecciosas.

Vérios trabalhos demonstram o valor dos 6leos egEsncomo agentes
biolégicos com atividade antimicrobiana. Guinoisestual. (2010) testaram oleos
essenciais delnula graveolensL. e Santolina corsicaJordan et Fourr. sobre
Staphylococcus aurewsobservaram que ambos possuiam atividade bad#er@ oleo
de coentro Coriandrum sativunlL.) exerceu efeitos sobre a membrana de bactérias
Gram-positivo e Gram-negativo, eliminando a maidaa linhagens testadas (SIL\éA
al., 2011). O oleo de essencial Besmarinus officinalid.. inibiu o crescimento de
bactérias Gram-positivoS{aphylococcus epidermidi$. aureuse Bacillus subtilig,
bactérias Gram-negativd’i(oteus vulgaris Pseudomonas aeruginosa Escherichia
coli) e fungos Candida albicansAspergillus nigey (JIANG et al, 2011).

Em outro estudo foi avaliada a atividade antimi@mod de dez oOleos
essenciais, sendo constatada a melhor atividadeqgsableos essenciais de orégano e

manjericdo (LVet al, 2011). Os Oleos volateis @&atureja montana Citrus limonia



apresentaram acao antibacteriangitro sobre cepas d&. aureue E. coli, sugerindo o
uso potencial destes 6leos como uma alternativaaatisiicrobianos e conservantes
sintéticos (MILLEZlet al, 2013).

2.2MECANISMO DE ACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os alvos e mecanismos de acdo dos Oleos essesgl@is uma célula
bacteriana estdo exemplificados na Figura 1. Osam&nos estdo em sua maioria
associados a membrana celular, como o transporteléi®ns e gradiente de ions,
translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outrag0es dependentes de enzimas
(DORMAN; DEANS, 2000).

Figura 1 — Mecanismos propostos para a acdo antimicrollasadleos essenciais na
célula bacteriana.
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Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais ainmasa@ bem
compreendidos. Considerando o grande nimero déitcames quimicos presentes em
sua composicdo, € natural que sua acao antimécrabido seja mediada por Unica via
especifica, podendo haver a participacdo de maisndecomponente de diferentes
formas (BURT, 2004).

O principal mecanismo de acéo bactericida des@#@ o fenipropeno
eugenol pode ser atribuido a sua alta penetratddidea membrana citoplasmatica,
promovendo seu rompimento e aumentando sua petidadki ndo especifica, desta
forma gerando um extravasamento do conteudo cedufawsterior morte da bactéria

(DEVI et al, 2010). Segundo Carsost al. (1995), o mecanismo de acdo do Oleo



essencial davlelaleuca alterniféliaconsiste no comprometimento da integridade da
membrana celular, com consequente perda de maietiatelular, incapacidade de
manter a homeostase e inibicdo da respiracdo.eCak (2000) observaram a eficacia
do dleo essencial dblelaleuca alternifoliasobre E. coli, S. aureug C. albicanse
confirmaram que a atividade antimicrobiana se dev&ia capacidade de romper a
barreira de permeabilidade da membrana dos miarsmgas, inibindo a respiragéo.

Os resultados de Hammer, Carson e Riley (1998plooram com os dos
demais autores, ao afirmarem que 0s Oleos essenag@iesentam propriedade
antimicrobiana sobre a fungos e bactérias, sendongumalmente as bactérias Gram
positivo sdo mais susceptiveis que as Gram negaivque baixos valores de
concentracao inibitéria minima (CIM) inibem o criesento desses organismos.

Desta forma a descoberta das centenas de comps@st®leos essenciais
nas ultimas décadas, a complexidade e a enormesidi@de que existe neste grupo de
produtos naturais, levou a compreensao parciasaas atividades bioldgicas. Os 6leos
essenciais consistem normalmente de compostosntesgécomo 0S monoterpenos
(C10), que estao presentes em cerca de 90% dcs\@k&eis, e sesquiterpenos (C15),
fenilpropenos e outros componentes volateis. Jditegpenos (C20) sdo encontrados
apenas em 0Oleos essenciais extraidos com sohangsicos devido a alta temperatura
de volatilizacio desses compostos (SIMGESI, 2004; FRANZ, 2010)

Os terpenos séo substancias presentes tanto etasptaomo em animais,
descritos como possuidores de uma diversidadedsmasiel de propriedades biolégicas
incluindo a agédo antimicrobiana, fungicida, anséir anti-hiperglicémica, anti-
inflamatoria e atividade antiparasitaria (PADU@Hal, 2007). Os monoterpenos, sdo
importantes constituintes dos 6leos essenciaisakamente volateis, sendo arrastados
pelo vapor de agua livres de outros componentadizados por suas caracteristicas
organolépticas marcantes. Biogeneticamente, teigpesn@ fenilpropandides originam-
se de metabolismos precursores diferentes e s&wagemor rotas biossintéticas
completamente distintas (SANGWAR al, 2001).

2.3RESISTENCIA BACTERIANA

As primeiras descricdes sobre o uso de antimicnogiadatam de 3.000

anos atras. Médicos chineses utilizavam bolorestratamento de inflamacdes e
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infec¢des, enquanto os sumeérios recomendavam doglasase de bebidas e ervas
(TAVARES, 2001).

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming 20 uso a partir da
década de 40 caracterizam um marco no controleloeiscas infecciosas de origem
bacteriana, principalmente num mundo acometido @dgunda Guerra Mundial,
salvando milhares de combatentes. Durante muitos fan usada como antimicrobiano
de primeira escolha para infec¢des por bactérieaméositivo. Entretanto, o uso
indiscriminado provocou a partir da década de 0, processo de aceleracdo no
aparecimento e selecdo de cepas bacterianas messst@os antimicrobianos,
especialmente em ambientes hospitalares (LINARESRGUEZ; MARTINEZ-
MENENDEZ, 2005; WAGENLEHNER; WEIDNER; NABER, 2005).

Atualmente 0 mau e excessivo uso dos antibidtiaogjso de doses
inferiores a que € sugerida em manuais terapéutsssm como condi¢cdes de higiene
precarias, o aumento de pacientes imuno comproosetic lentiddo para o diagnéstico
das infeccbes bacterianas tém favorecido o aundmtesisténcia microbiana ndo so
nos hospitais, como também na comunidade, podetidgirainclusive individuos
saudaveis (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008).

A resisténcia microbiana pode ser definida comepacidade de uma cepa
microbiana crescefnin vitro, na presenca das concentracdes que a droga amnge
sangue, podendo ser de dois tipos: natural owngsich e a adquirida. A resisténcia
natural ou intrinseca faz parte das caracteristigaméticas primitivas dos
microrganismos e € observada regularmente em uteamdeada espécie bacteriana,
resultado de genes cromossdmicos que codificamsiéépgia, na célula, de estruturas
ou mecanismos que impedem o antibiotico de atuaseznreceptor especifico ou que
codificam a falta do sitio de acdo do farmaco oe determinam a existéncia de
receptores inadequados para a ligacdo com umaasuclzstespecifica. A resisténcia
adquirida é aquela que surge em uma bactéria pramente sensivel ao
antimicrobiano e que devido a mutacbes ou por rdeidransferéncias do material
genético, pelos mecanismos de transducdo, trarsfdion e conjugacdo adquire
resisténcia. Geralmente, envolvem genes situados plE®smideos e transposons
(KONEMAN et al, 2001; TAVARES, 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).

A resisténcia das diversas espécies de microrgasisims antimicrobianos

€ extremamente variavel entre os paises e suadese@ origem hospitalar ou
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comunitaria das cepas, no entanto algumas espgmiesentam resisténcia amplamente
difundida em todo o mundo, como é o cas@daureugCARSONet al, 1995).

Dentre os diferentes mecanismos de resisténciaseapeelo pelos
microrganismos, 0S mais importantes para bacté@Gaam-positivo podem ser
classificados (WALSH, 2000; HANCOCK, 2005) em tgggpos distintos:

» Destruicdodo antibidtico- enzimas catalisam a degradacdo do antibiético ou
modificam grupos funcionais farmacologicamente irtepties presentes em sua
estrutura, como no caso das penicilinas;

» Efluxo continuo do antibiétice- genes mutantes superexpressam proteinas
transportadoras de membrana responsaveis pelal@mdraaida de substancias
no meio citoplasmatico, fazendo com que a retidaantibiético para o meio
extracelular seja mais rapida que a sua difusda pembrana bacteriana,
mantendo uma concentracao insuficiente para atumao dloqueador de fungdes
celulares, como no caso da resisténcia a tetnaajcli

* Reprogramagédo e modificagdo da estrutura-alvos alvos macromoleculares
do antibidtico, como ribossomos, proteinas e ctristes da parede celular, sdo
estruturalmente modificados a partir de genes quexpressam, afetando o
reconhecimento do farmaco pelo alvo e diminuindo Boténcia, como no caso

da vancomicina.

Em relacédo as bactérias Gram-negativo, a produedmeth-lactamases € o
mecanismo mais importante e prevalente mecanismeesisténcia aos antibioticos
beta-lactamicos (SADERt al, 1998). Em bactérias do tipo Gram-negativo, exista
membrana externa, que engloba a membrana e a peekdar, composta por uma
bicamada lipossacaridio-fosfolipidica assimétriage qpromove uma barreira fisica
efetiva para a entrada de moléculas no interiocalala bacteriana (CAUM@t al,
2010).

Através de varios mecanismos de resisténcia o ng@nésmo pode resistir
total ou parcialmente a acdo de um ou mais antiiianos pertencentes a mesma ou a
diferentes classes terapéuticas (OTAIZA O'R, 2085 Estados Unidos, ®enter for
Disease Controand Preventior{CDC) estimou que anualmente cerca de 2 milhdes de
individuos adquirem uma infeccdo enquanto intersadesultando em 90000 mortes
(KLEVENS et al, 2007)
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O desenvolvimento de resisténcia por um numeracentés de patdgenos a
um numero também cada vez maior de antibiéticas @noblema de saude publica que
vem aumentando ao longo de varias décadas. Esieafahngcou uma escala e
distribuicdo tamanhas que levou a Organizacao Miitidi Saude (OMS) a reconhecer
tal fato como uma crise de saude publica global 8OR012).

Dessa forma € preocupante o atual quadro de fadtasahsibilidade
microbiana aos antibiéticos disponiveis, por issmgs a importancia de formas
terapéuticas alternativas eficientes (TEXEIRA, 20@sse problema torna-se mais
grave ainda devido as dificuldades para a elabordednovos antimicrobianos, ja que
S80 necessarios muitos anos e elevados custogymaam novo medicamento esteja a

disposi¢éo para o0 uso clinico.

2.4STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureuse apresenta morfologicamente como coco Gram-
positivo (familiaMicroccaceag com cerca de 0,5 a 1um de diametro. Crescenmebem
meio de agar-sangue, de 18 a 24 horas, formandoiaslde 1 a 3 mm de diametro,
circulares, lisas, e de consisténcia butirosa (segada) (MARTINS JUNIORet al,
2009).

Todas as cepas & aureussao catalase-positiva. Sdo encontradas no solo,
na agua e em produtos derivados de animais, comigavos, carne e leite. Contudo,
estdo presentes na pele, glandulas epiteliais iBesegnembranosas de mamiferos e
passaros, sendo também inimeras vezes isoladasaanias glandulas mamarias e nos
tratos gastrointestinais, urinario e respiratéio.e&5a0 resistentes ao meio ambiente e
podem apOs meses, ser isoladas em secrecdes agyégssecadas. SA0 mortas muito
rapidamente pela exposicdo a desinfetantes comexalna e fendis sintéticos, e pelo
calor & 60°C por 30minutos (MARTINS JUNIGR al, 2009).

Produzem uma serie de enzimas ou toxinas extracetulas hemolisinas
causam hemoalise, que pode ser observado pela faontecum halo claro ao redor de
colonias crescidas em agar sangue; a coagulaseitaesente ligada a patogenicidade
das cepas d&. aureus € uma enzima capaz de coagular a fibrina, ocasdm a
formacdo de uma rede de coagulos ao redor dasribact®drnando dificil o contato
entre as células do sistema imunoldgico e as &hdaterianas, impossibilitando a
fagocitose por macrofagos (MADIGAN; MARTINKO; PARKE 2004).
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A espécieS. aureug capaz de causar desde pequenos furinculospsg se
grave, sendo a principal bactéria causadora decdeenomunitarias e infeccbes
hospitalares (CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011). Asfeccbes causadas por
estafilococos podem ser classificadas de acordo amis diferentes mecanismos: 1)
processo infeccioso agudo; e 2) doencas causadamynas. As infeccbes agudas
podem ser apresentadas na forma de pustulas, @lodn@npetigos ou processos mais
extensos e graves, como infeccdo cirlrgica, ostdite)i pneumonia, endocardite,
meningite, entre outros, ou disseminadas, comoef®Euia e septicemia. Doencas
causadas por toxinas de estafilococos apresentantargo espectro de manifestacées
clinicas, dentre as quais: celulite, sindrome da pecaldada, sindrome do choque
toxico e intoxicacao alimentar (LUZ, 2008).

A resisténcia de cepas 8eaureusa penicilina foi detectada ja apos o inicio
de seu uso na década de 40, sendo mediada pefga@btde genes que codificavam
enzimas, inicialmente denominadas penicilinasesga@a chamada$-lactamases. Na
década de 1950, a producao Hactamases pelds. aureupassou a prevalecer nas
cepas isoladas de pacientes hospitalizados. Em, 1®6@eticilina foi lancada no
mercado como alternativa terapéutica para cepatujfm@s de3-lactamases, uma vez
que esse antibidtico ndo sofre acdo dessa enziomudd, em 1961, cepas resistentes a
meticilina (MRSA) foram isoladas (BRADFORD, 2008. aureugornou-se entao a
espécie bacteriana de maior importancia entre tadilesocos, por sua importancia e
prevaléncia como agente etiolégico de infeccOepitadares, e especificamente em
funcéo das cepas resistentes a penicilina (FARIA8R

Dessa forma, graves problemas relacionados a éwesiat microbiana
podem surgir em um futuro ndo muito distante, temsdo a importancia da realizacéo
de pesquisas de novos antimicrobianos ou terafiesativas. Nesse contexto, 0s
produtos naturais comp8em uma importante fonte edgjypsa para novas moléculas

com potencial antimicrobiano ainda nao explorado.

2.5PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdao a mais antiga fonte denpostos
farmacologicamente ativos e praticamente a Uningefde compostos medicinais por
séculos (SOUSAt al, 2007). Os mais antigos textos sobre o uso deuppedaturais

encontram-se presentes nos manuscritos hindus é&ylas (2.000 a.C.), que falam
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sobre o uso de oleos, perfumes e incensos, a bgdardas e outros produtos naturais,
no culto aos deuses (SANTOS, 2000). Na mesopotanma antigo Egito o uso de
extratos e 6leos a base de plantas medicinais l&am do culto devocional a deuses, a
utilizacdo de elementos como pastas, pos e Oleaseade plantas eram utilizados com
certos aspectos cosmeéticos (LOMAZZI, 2006).

No século Xll, durante o periodo das Cruzadas, mhecimento sobre
espécies vegetais, especiarias e perfumes dif@edide Oriente para a Europa,
mediado pelos arabes, conhecedores do uso ter@péetiervas e plantas medicinais,
além de serem os primeiros a aprimorar a destilagiddleos essenciais a partir de
plantas (MARQUES, 2007).

Nas Américas, o primeiro compendio sobre uso detggamedicinais foi o
Badanius, asteca, do século XVI, escrito em nalU&IXEIRA, 1999). No Brasil, o
primeiro levantamento das plantas medicinais maipulares, foi elaborado pela
expedicao trazida por Mauricio de Nassau ao naed#stpais, no periodo da ocupacgéo
holandesa (1630-1654). Nesta expedicdo o médicth&nie Piso descreveu no livro
“Historia naturalis brasiliae”, as principais plastusadas pelos indios (RODRIGUES,
1949).

No periodo das missdes religiosas, 0s jesuitasmesdaram um papel
importante na difusdo do conhecimento, dentre elsdestacou as missdes da
Companhia de Jesus (1540). Os missionarios forami@x observadores da fauna e da
flora, catalogando e identificando varias espéeieseus usos medicinais, durante o
periodo de contato com os mais diversos povosendig (CALAINHO, 2005).

Em 1803 o isolamento da morfina dBapaver somniferumpelo
farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner, noarco inicio do processo de
extracdo de principios ativos a partir de plan@sn isso, outras substancias foram
isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidipartir daCinchonaspp, em 1819,

e a atropina da&tropa belladonaem 1831 (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996;
SCHULZ, HANSEL; TYLER, 2001).

Entretanto, a producdo de farmacos por sinteseicpim crescimento do
poder das industrias farmacéuticas e a carénat@merovacoes cientificas dos efeitos
das substancias de origem vegetal somado as ddide$ na padronizacdo do controle
quimico, fisico-quimico, farmacoldgico e toxicolégidos extratos vegetais até entao
utilizados, impulsionaram a substituicdo destes fpomacos alopaticos e sintéticos
(RATES, 2001).
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Contudo, com o inicio dos anos 80, 0s avangcos desnie o
desenvolvimento de métodos de isolamento de suatimtivas, permitiram uma
maior rapidez na identificacdo de substancias eostaas complexas, como 0s extratos
e Oleos vegetais, ressurgindo assim o interessepesiquisa destas substancias como
modelos para o desenvolvimento de novos farmactiRQLLA; NASCIMENTO,
2006). No final da década de 90, observou-se uneatoma utilizagédo de fitofarmacos
pela populacao brasileira. Alguns fatores forarizatlos para explicar tal crescimento,
COmo 0 avancos na area cientifica que permitilaboehcéo de fitoterapicos seguros e
eficazes, como também uma tendéncia da populacd@iotgrapias naturais que
possuissem um menor numero de efeitos adversos FBJREDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001).

Portanto, o conhecimento das propriedades farmgical® das plantas
medicinais é resultado do grande volume da biogligdade brasileira, que por
transferéncia entre diferentes geracdes foi-setitwinslo como um extraordinério
arsenal terapéutico (ELISABETSKY; SHANLEY, 1994).

E sabido que a atividade biolégica das substamsasrigem vegetal pode
se manifestar por meio de propriedades herbicid@ssticidas, microbicidas ou
farmacoldgicas, de um modo geral. Esse tipo dedatie biol6gica esta relacionado
com a capacidade de um ser vivo liberar substangisisnicas, denominadas
aleloquimicos, que atuam de forma favoravel ouadesével sobre outro ser vivo
(HERNANDEZ-TERRONESet al, 2007).

Considerando a diversidade de plantas existenteg@tancia reconhecida
de algumas no tratamento de doencas e os relatcaumento da resisténcia aos
antimicrobianos, principalmente de origem hospitafea notéria a necessidade da
busca de novas substancias para serem utilizadaemibate a esses microrganismos
(OKEKE; LAMIKANRA; EDELMAN, 1999).

Assim as plantas medicinais exercem um papel iraptatna medicina
atual, pois, podem fornecer principios ativos cax@, 0os quais seriam obtidos de
maneira muito laboriosa via sintese quimica. Tamip&aem fornecem compostos
quimicos que apos modificacdes, podem ter aumestadaficacia e diminuicdo da sua
toxicidade. Os produtos naturais podem também skzados como modelos para
obtencdo de farmacos com atividades terapéuticaegas a dos compostos originais.
Entre os medicamentos obtidos a partir de plantakermpos citar os alcaloides da

Papaver somniferum os glicosideos cardiotbnicos dRigitalis spp., 0 acido
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acetilsalicilico (Aspirina®), a quinina (antimaléwo), Taxol®, a vincristina e a vimblastina
(quimioterapicos) e a digoxina (cardiotdnicofROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996;
PROBST, 2012).

2.60 GENERO HYMENAEA E A ESPECIE H. COURBARILL.

O géneroHymenaeapossui 14 espécies, 13 das quais se encontram
distribuidas pela América Central, América do Sakste das indias e uma das espécies
é de ocorréncia no leste da Africa (LEE; LANGENHEIW75). No Brasil, &H.
courbaril L. possui uma distribuicdo ampla, ocorrendo desdieresta amazoénica até a
floresta estacional semidecidual no sudeste do galisa forma de diversas variedades,
sendo H. courbaril var. altissima,H. courbaril var. courbaril.,H. courbaril var.
longifdlia, H. courbaril var. stilbocarpald. courbaril var. subsessilidl. courbaril var.
villosa as mais comuns (LEE; LANGENHEIM, 1975; CASILEN, 2005).

A espécieH. courbaril esta presente desde o México até a América de Sul
é encontrada de forma abundante na Amazodnia brasitm distribuicdo até S&o
Paulo (Figura 2). Aparece nas matas de terra fisokte solos argilosos e em certas
varzeas altas, sendo rara no campo e nas capdekE&s LANGENHEIM, 1975;
CAMPOS; UCHIDA, 2002).

Figura 2 —Hymenaea courbaril

Fonte:http://www.vivaterra.org.br/jatoba_1.1.jpg, acessath 22/01/2014.
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E uma arvore de grande porte, podendo ultrapassa® metros de altura,
possuindo folhas compostas, inflorescéncia em pkasicerminais e frutos em forma de
vagens indeiscentes, duros e pardo-escuros, afardende duas a seis sementes
envoltas por uma farinha comestivel de grande waltritivo (Figura 3), consumida
como alimento pelo homem e por animais, principabmeoedores (PRANCE; DA
SILVA, 1975; CARVALHO FILHO et al, 2003; GORCHOV; PALMEIRIM;
ASCORRA, 2004).

Figura 3 — Frutos dddymenaea courbaril L

Fonte: http://arvoresdesaopaulo.files.wordpress/2009/01/sementes-de-jatoba-
hymenaea-courbaril-var-altissima-foto-de-ricardodea-amigos-das-arvores-de-
sp.jpg?w=448&h=303, acessada em 28/12/2013.

H. courbaril, possui um amplo histérico de utilizacdo pelosigadas da
floresta tropical e é popularmente conhecido coatobp, buranda, farinheira, jatai,
jutai, jataiba, jataiba-peba, jataiba-uva, jatalbtei, jatai-amarelo, jatai-vermelho,
jatal, jati, jassali, jatoba de anta, jatoba de @ojataba trapuca, jetai, jetaiba, jupiti,
jutai-acu, arvore-copal-do-Brasil, abotii-timbajagaici (LORENZI, 2002; LORENZI;
MATOS, 2002; PINTO; MADURO, 2003).

O Jatoba € uma planta medicinal, tradicionalmetiteada na Amazénia
brasileira (GUARIM NETO, 1997). Sua resina é coimtie@ccomo “jutaicica” pelos
indios ou “copal da América”, possuindo tanto méifdo medicinal, como sendo
utilizada na forma de incenso em rituais (CASTELLERDOS). Além do uso
medicinal, o jatob&a pode ser utilizado como forgeatimento, madeira, sombra, adubo
e lenha. Na medicina tradicional é utilizada da meesforma como no passado
(LORENZI; MATOS, 2002)
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A espécieH. courbaril vem sendo foco de varias pesquisas, grande parte
delas associadas a estudos agrondmicos e fitoqpgnpois além de sua madeira de
qualidade, seus frutos apresentam substancias ocogpniqguiades biolégicas, como o0s
taninos (NOGUEIRAet al, 2001). Ishibashet al. (1999) isolaram de uma espécie do
mesmo géneroH. parvifolia), um flavonoide glicosilado (astilbina), sendo e@smo
utilizado como de protétipo para um potente anagesdemonstrando assim a
variedade de atividade farmacologicas que esteg@peesenta.

Do jatoba podem ser isolados Oleos essenciais ae feetos, folhas e
resina; taninos, substancias amargas, matériasosasi e pécticas, amido e acgUcares
podem ser obtidos a partir da casca do troncopaesidos frutos (PANIZZA, 1997;
PINTO, SANTIAGO; LAMEIRA, 2000).

Estudosin vitro paraa industria de alimentos demonstraram que a fibra
do fruto do Jatoba pode efetivamente neutralizdicass livres e outras substancias
reativas, apresentando assim uma atividade antintédjue sé poderia ser demonstrada
de forma limitada em outras fontes de fibra alime{HABER, 2003; PEDAUYE,
2007).

Assim as folhas, a casca, a resina e os frutasIpos compostos que
agem como antimicrobianos, antifiUngicos, antioxidan anti-inflamatorios,
antiplasmadicos, larvicidas e moluscocidas, serstaseatividades comprovados em
varios estudos, o que valida sua longa historiauste medicinal (STUBBLEBINE E
LANGENHEIM, 1980; BRAGA et al, 2000; KOHLER et al, 2002; LORENZI,
MATOS, 2002; FERNANDES; SANTOS; PIMENTA, 2007; JAPRAKASAM et
al.,, 2007; PEREIRAet al, 2007; IMAI et al, 2008; SUZUKIlet al, 2008; AGUIARet
al., 2010; MARTINSet al, 2010; BASTOSet al, 2011; DO ROSARICet al, 2011,
GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2011; CECILI@t al, 2012).

Também sao relatados estudos sobre 0 uso de gatawoas presentes em
suas sementes na fabricacdo de sorvetes, jA gaesasstancia apresenta um efeito
espessante similar ao da goma guar (TAMAYO; GONZALEARCES, 2008).
Componentes presentes na farinha contida nos fdataokatoba possuem propriedades
terapéuticas e profilaticas, sendo algumas destagrahde valor para a industria de
alimentos, principalmente devido a sua atividadetioaidante (TAMAYO,;
GONZALEZ; GARCES, 2011).

Compostos vegetais farmacologicamente ativos ieeade cascas,

folhas, raizes e frutos veem sendo estudados teda®gara a elaboracdo de novas
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moléculas para os mais diversos fins terapéutMo#tas vezes os estudos de atividade
bioldgica sdo guiados pela tradicional medicinauterpe muitos deles contribuem para
a constatacao cientifica das propriedades biolégigploradas no uso de diversos 6leos
essenciais e extratos vegetais. Portanto, a busgagiérias-primas vegetais € continua
em estudos de pesquisas farmacoldgicas dessedqwoda modo a servir de suporte
ao seu possivel uso terapéutico.

Devido a caréncia de estudos, o presente tralsallpoopds a investigar a
atividade antimicrobiana do 6leo essenciaHdeourbaril L., seu mecanismo de acgéo,
seu efeito modulador na atividade de antibidticesudo clinico e sua acao sobre a
expressao de fatores de viruléncia microbiana.dsadl®orma, esclarecer cientificamente

seu uso popular e fornecer subsidios para o delsémeato de um novo farmaco.
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OBJETIVOS

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e o mecanismacko do 6leo essencial
da casca dos frutos ¢lymenaea courbaril.(OEHCc).

3.20bjetivos Especificos

Avaliar o potencial antimicrobiano do OEHn,vitro, sobre cepas microbianas

de referéncia;

* Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM)aeConcentracéo Letal

Minima (CLM) do OEHcjn vitro, sobre cepas microbianas de referéncia;

» Auvaliar o efeito do tempo de exposicdo ao OEHciabiMdade microbiana;

+ Avaliar o efeito modulador do OEHc na atividadead&bid6ticos de uso clinico;

* Conhecer o mecanismo de acdo do OEHc pelos emdaioaptacdo do cristal
violeta, liberagdo de &cidos nucléicos, efluxo olesipotassio e deteccdo de

alteracbes na morfologia bacteriana;
» Determinar o efeito de concentra¢cdes sub-inibisoda OEHc na expressao de
fatores de viruléncia microbiana 8eaureus

« Determinar a influéncia de diferentes valores denphtatividade antimicrobiana
do OEHc.
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MATERIAIS E METODOS

T VMATERIATS EMETODUS

4.1 Aspectos éticos

De acordo com a Resolucdo 196/96 da CNS-MS, o meegeojeto nao
necessita de aprovacdo no Comité de Etica em Rasdai Universidade Federal do
Ceara (Anexo 1).

4.2 Obtencéo do material botanico e identificacéo da pgcie

O material botanico, frutos maduros d¢& courbaril L, conhecida
popularmente como jatoba, foi obtido na Chapadébidgaba, municipio de Ubajara
(CE) (-3° 50' 24.777",-40° 54' 35.3406"). A idemt#cdo da espécie foi realizada no
Departamento de Biologia Universidade Federal dar&ee a exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra (UFC), comena 53048.

4.3 Extracdo do 6leo essencial dos frutos d¢. courbaril L. (OEHCc)

O dleo essencial foi obtido por hidrodestilacdgagte de vapor), a partir
das cascas secas e trituradas dos frutos madutgsabeirbaril L As amostras foram
colocadas em frasco de Mariotte ligado a uma fdateapor, sendo 0 mesmo acoplado
a um extrator tipo Clevenger e um condensador (CRR®, 1981). Ap6s duas horas
de extracdo, foram separadas as fases 6leo/agl@seador. A fase organica foi tratada

com sulfato de soédio anidro e filtrada.

4.4 Avaliacéo do rendimento médio do OEHc

O rendimento do OEHc extraido foi medido por pesocdsca secas,
utilizando a seguinte férmula: Porcentagem de madto: volume de 6leo (mL) /
(Peso das cascas (g) — Umidade (g)) x 100 (SOCIETRESTONE, 1989).



24

O OEHc obtido a partir da técnica de hidrodestda¢@raste de vapor)
apresentou baixa viscosidade, cor verde claro, arte fodor amadeirado e seu

rendimento médio foi de 0,052%.

4.5 Andlise dos constituintes do OEHc

O estudo da composicdo quimica do 6leo essencsatascas dos frutos
maduros foi realizado no Parque Tecnoldgico da éfsidade Federal do Ceara por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaagdsan(CG/EM), em aparelho do
tipo Shimadzu modelo GC/MS QP 50502, sob as seguictindicdes: coluna capilar
DB-%-dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,30 mrfluxo de 1 mL/mim de Hélio
como gas de arraste, e gradiente de temperaturd,0de/mim (40-180°C) e de
40°C/mim (180-300°C), com a temperatura do inje®r250°C; modo de injecao 0,1
pL (solucéo 10%), split 1:20, 500 ng na coluna (ADBM007). Os espectros de massa
foram produzidos por impacto eletrénico (70 eV).

Os componentes do OEHc foram identificados atraleesomparacéo de
seus espectros de massa com espectros existetitesatara, com espectros do bancos
de dados (NIS21 e NIS107) do equipamento e, tampéla,comparacao dos indices de
retencdo com aqueles da literatura (ADAMS, 2008).indices de retencdo de Kovats
(IK) foram determinados utilizando uma série horgélale n-alcanos injetados nas
mesmas condi¢cdes cromatogréaficas das amostrazantib a equacéo de Van den Dool
e Kratz (VAN DEN DOOL; DEC KRATZ, 1963).

4.6 Ensaios microbiologicos

Todos 0s ensaios microbiolégicos foram realizada®, triplicata, no

LabMicro do Departamento de Analises Clinicas eida&gicas (UFC).

4.6.1 Preparacgéao das diluicbes do OEHc

Foram preparadas diluicdes seriadas do OEHc utdizacomo solvente o
Tween 80 a 1%. As concentracdes de trabalho do O&ldm (400; 200; 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39, 0,19 mg/mliy(Fa 4).
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Figura 4: Fluxograma de preparo das diluicdes de OEHc.

12aY27272727272727272a"a"

OEHe 400 200 100 50 25 125 625 3125 156 078 039 019

mg/mL

Fonte: O autor (2013).

4.6.2 Cepas microbianas

Foram utilizadas oito cepas microbianas de refemépcovenientes da
American Type Culture Collection (ATCC) e uma cqpaveniente da Colecao de
Culturas de Origem Hospitalar — Fiocruz (CCBHtaphylococcus aureuATCC
6538P eS. aureusATCC 14458 (Oxacilina-sensivejsy. aureusATCC 33591 eS.
aureusCCBH 5330 (Oxacilina-resistentesy, epidermidisATCC 12228 Escherichia
coli ATCC 10536,Pseudomonas aeruginogslCC 9027,Salmonella cholerae-suis
subespécieholerae-suisATCC 10708 eCandida albicandATCC 10231.

4.6.3 Manutencao das cepas

Todas as cepas utilizadas fazem parte da colecéoltdeas do Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LabMicm)foram mantidas em &agar
estoque sob refrigeracdo, de forma a conservaraiteriadas suas caracteristicas
bioquimicas e perfil de sensibilidade a antimicaobis. Periodicamente foram
realizados repiques para meios de cultura estérais pureza de cada cultura foi

confirmada por microscopia, provas bioquimicastiébegramas.

4.6.4 Antimicrobianos, meios de cultura e reagentes
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Os antimicrobianos foram obtidas da Sigma Chent@zal (St Louis, MO,
USA). Os meios de cultura e reagentes foram obtidoklerck e da Laborclin LTDA,

respectivamente.

4.6.5 Determinacgédo do potencial antimicrobiano do OEHc

A determinacao do potencial antimicrobiano do Ofdicealizada segundo
o método de difusdo em &gar (CLSI, 2003a), modibGcgFigura 5). Culturas
microbianas puras mantidas em &gar estoque sabereitdo, foram repicadas para
caldo infusdo de cérebro e coragdo (caldo BHI)pés aativacdoovernight foram
incubadas a 35°C até atingirem fase exponenciatrdscimento (2h). Apdés esse
periodo, as culturas tiveram sua densidade cefjlestada em solucédo salina 0,85%
estéril, de modo a se obter uma turbidez compatioel a do tubo 0,5 da escala de
McFarland, o que resulta em uma suspensao miclo@mendo aproximadamente 1,5
x 10° UFC/mL.

// Cepas ‘..\’- 2 Tubo 0,5 da
microbianas 5 escala de  Suspensido

ATCC e CCBH MacFarland microbiana
Ajuste da s
J Iurbldez U
Culturas em Caldo EHI Solucdo salina ~108 UFC/mL
estogue 4 — 6 horas j;,

Incubagdo

o 35°C/18 horas ';_ {

L=J =]
= = =
Leitura dos hales Confeccdo dos Semeic em agar
de inibicdo pocos e aplicacio Mueiler-Hinton
das amostras ou Saboraund

Figura 5: Fluxograma de determinacao do potencial antirbiarmo do OEHCc.
Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2009).

Com auxilio deswabs estéreis, essas suspensdes foram semeadas na
superficie do agar Mueller-Hinton (bactérias) erd&gbouraud dextrose (levedura), em

trés direcbes, para que fosse obtido um crescinmmtfiluente e homogéneo. Apds 5
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minutos, foram confeccionados poc¢os de 6 mm deetr@nexterno no agar, utilizando-
se para isso um perfurador estéril. Nesses pogcamfaplicados volumes de 25 puL de
diferentes concentragbes do OEHc (400; 200; 100Q; 2) 12,5 mg/mL). Como

controles foram utilizados amicacina (bactérias)nistatina (levedura) (inibicdo do
crescimento microbiano) e solucdo aquosa de Twedkra 8% (ndo inibicdo do

crescimento microbiano). Apés 18h de incubacao °€ 3foi realizada a medida dos
halos de inibicdo de crescimento, como auxilio mepaquimetro. Neste ensaio foram
utilizadas todas a cepas microbianas, pois estedigpexperimento € utilizado como

screeningle atividade antimicrobiana.

4.6.6 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIMdo OEHc e da
Oxacilina (OXA)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo métodonaerodiluicio em
caldo de cultura de acordo com a Norma M7-A6, \23.N° 2 (CLSI, 2003b), em
microplacas estéreis com 96 pocos. Esse métoddvernvaiso de pequenos volumes de
reagentes e a avaliagdo de grande numero de cepasbianas, fornecendo
informacdes quantitativas indisponiveis quandazaiilo o método de difusdo em agar.

As suspensdes microbianas das cepagureusATCC 6538P €S. aureus
ATCC 14458 foram obtidas com descrito no item 4.6.8iluidas 100 vezes para obter
um in6culo com cerca de YOFC/mL. Uma aliquota dessa suspenséo foi diluida 10
vezes para a obtencado de outra contenddECT/mL, que foi utilizada posteriormente
na determinacdo do tamanho do inoculo microbiammaln Em cada poc¢o da placa,
foram adicionados 100 pL de caldo BHI, 20 pL ddsrdntes concentracbes de OEHc
ou da OXA e 80 pL de suspensdo microbiand (IlBC/mL). As concentracdes finais
de OEHc e de OXA utilizadas variaram de 40 a 0/032mL e de 100 a 0,048/mL,
respectivamente. Neste ensaio foram utilizadasspascsusceptiveis a acdo do OEHc
no ensaio de difusdo em agar.

Aos pocos-controle foram adicionados: meio de cajtuagente
antimicrobiano e inoculo do microrganismo (inibigd® crescimento microbiano), ou
meio de cultura, Tween 80 a 1% e inoculo do mi@aonigmo (ndo-inibicdo do

crescimento microbiano).
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As placas foram incubadas a 35°C/24h, e ap0s iaspagual da ocorréncia
de turvacédo, foram submetidas a leitura de absoi@n620nm, em leitor de Elisa. A
CIM foi considerada a menor concentragdo do OEHadauOXA capaz de inibir
completamente o crescimento microbiano, constala geséncia de turvacao visivel
(Figura 6).

Figura 6: Fluxograma da determinacdo da Concentragdo Iniitdinima (CIM) do
OEHCc e da Oxacilina (OXA).

Cepas y Tubo 0,5 da
microbianas o
ATCC & 7 Mesclglanded Suspensac
a ' ackarland microbiana
GE’F‘H Ajuste da =3 7
o ' turbidez |
~108 Dilufda
Culturas em  Caldo BHI Caldo BHI g UFG/mL —
estoque 4 — & horas ou %
Saboraund %
=g
~108
OEHe | *
(20 uL) 1 UFCimL
Caldo EHI ou (80 ub)
CIM: a menor condentropds capaz de bnibir o Saboraund
crescimenio microbione a elho AN (auséncia ['H]ﬂ HL}
iflF fervagio vinvel)
Incubacio
35°Ci24 horas

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2009).

4.6.7 Determinacao da Concentracao Letal Minima (CLM) @EHc e da OXA

Em condi¢des assépticas, indculos dgl5obtidos a partir dos pocos das
placas de microdiluicdo usadas para a determindggdoM (item 4.6.6), sem turvacao
visivel, foram semeados na superficie do &jyaire-Count Em seguida, as placas foram
incubadas a 35°C e ap0s 24h as col6nias crescdsgperficie do agar foram contadas
(Figura 7). A menor concentracdo do OEHc e da OXA capaz derdetar a morte de
99,9% das células microbianas (crescimento micnobiga superficie do agar < 0,1%
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do indculo inicial) foi considerada a CLM (BARONETERSON; FINEGOLD,
1994).

Figura 7: Fluxograma da determinacao da Concentracao Métaina (CLM) do
OEHc e da OXA.

@@

SR Ll '
Placa de 96 pogos-{iesls) Aliquotas de Syl (microgota)
f‘ & -

n..f

As placas foram incubadas a 35°C/24 horas

! | ! !

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2009).
4.6.8 Determinacao das curvas de crescimento microbiano

Suspensfes microbianas das cepas susceptiveis da€EHc §. aureus
ATCC 6538P,S. aureusATCC 14458) foram obtidas apos incubag&ernighta 35°C
e tiveram sua densidade ajustada pela turbideziltm @,5 da escala de MacFarland
(aproximadamente 1,5 x 4QFC/mL). As culturas foram diluidas 100x para olgé®o

de suspensdes com®10FC/mL e distribuidas em microplacas estéreis dpd@®s que
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foram incubada em estufa bacteriologica a 35°C. r€scamento microbiano foi
acompanhado pela leitura de absorbancia a 620 oamtagem de colénias em meio
sélido utilizando a técnica da microgota (ROMEIRDQ7), apos 0, 2, 4, 6, 8, 10,12 e
24h (Figura 8).

Tubo 0,5 da

Incubacio escalade  gyspensio
35°Clovernight MacFarland  microbiana
Ajuste da Diluida
turbidez 100x —
Cultura Caldo BHI Soluciio salina Caldo BHI
microbiana = 408 UFC/mL contendo =
ATCC 108 UFC/mL

= Plagueamento em agar Flate-Count
Incubacao (microgota)  leitura de absorbancia
35°C/24 horas (620 nm) nos intervalos de 0,2,4,6,8,10,
12 & 24 horas

Figura 8: Fluxograma da determinacao das curvas de crestomacrobiano.
Fonte: O autor (2013).

4.6.9 Determinagcdo do efeito do tempo de exposicdo ao O©OFBEkh viabilidade
microbiana

Aliquotas de 20puL de OEHc, em concentracdes igaaiSIM e CLM
previamente determinadas, foram adicionadas a pdeomicroplacas de 96 pocos
contendo 100 pL de caldo BHI e 80 pL de uma susigemscrobiandS. aureusATCC
6538P,S. aureusATCC 14458), com aproximadamente® 10FC/mL, obtida conforme
descrito no item 4.6.6. As microplacas foram inclasaa 35 °C e aliquotas deulO
foram retiradas e diluidas em solucdo salina 0,85%ril, sendo estas semeadas em
agarPlate-Countpela técnica da microgota (ROMEIRO, 2007), emriai®s de tempo
predefinidos (0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas) (Fi@)raA contagem das colbnias crescidas
nas placas foi realizada apdés 24 horas de incubac8 °C. Como controle do

experimento foi utilizado o Tween 80 1% (sem traatn).
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Figura 9: Fluxograma da determinacdo do efeito do tempexg@sicdo ao OEHc na
viabilidade microbiana.

Tubo 0.5 da

Incubacdo escalade  Sug 3
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35°Clovernight MacFarland  microbiana
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microbiana ; =108 UFC/mL = £oMendo =

ATCC ou CCBH | | 10% UFC/mL W
(80 pL)

CIM e CLM do Cakto Bl
OEHc ou (100 pL)
Tween 80 a 1%
@ (20 pL)

. Plagueamento em agar Plate-Count
Incubacdo (microgota) e leitura de absorbancia
35°C/24 horas (620 nm) nos intervalos de 0,2,4,6,8, 24

& 46 horas

Fonte: O autor (2013).

4.6.10 Determinacdo do efeito do OEHc sobre cepas microbs nas fases de
crescimento exponencial e estacionario

Culturas microbianas d&. aureusATCC 6538P &5. aureusATCC 14458,
contendo aproximadamente®10FC/mL foram obtidas de acordo com o item 4.6.6. A
cada uma delas foi adicionado OEHc em concentragdeespondentes a 1X e 2X
CIM, nos tempos 0, 4, 8 e 24 horas ap0s o inicigpeldodo de incubacdo a 35°C
(MUROI; KUBO, 1996). A contagem das células viaveisrealizada apos 4 e 24 horas
de cada adi¢do de OEHCc, pela técnica da microSEIRO, 2007) (Figura 10).
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Figura 10: Fluxograma da determinacdo do efeito do OEHc sobpas microbianas
nas fases de crescimento exponencial e estacionario

Inciibac o nEp0- 1A Suspensdo
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L/ (80 pL)
1XCIMe Cﬁ‘[‘]’g BLH'
2% CIM do L)
OEHc
(20 pL)
j_'m..vi% As concentracbes de OEHc serdo
,f adicionadas nos intervalos de 0,4,8 e
5 24 horas apés o periodo de incubacio
& a35°C
R vom— - o
n Plagueamento em Agar Plate-Cournt
_EPCUUHEE*U (microgota) nos intervalos de 4 e 24
35°C/24 horas horas apés a adicédo das concentracdes
de OEHc

Fonte: O autor (2013).

4.6.11 Determinagdo do efeito do OEHc sobre cepas microbs na fase
exponencial de crescimento, na presenca de clorardel

Aliguotas de suspensao microbiana (80 pLpdaureusATCC 6538P 5.
aureusATCC 14458 em fase derescimento exponencial, foram adicionadas a placas
com 96 pogos contendo 1A de caldo BHI em cada poco. Apds incubacdo por 4
horas a 35°C, as culturas foram fracionadas engegi®s. A dois desses grupos foram
adicionados 20 pL de OEHc em concentracao findl/a¥ e 1X CIM. Um grupo foi
adicionado de 25 pL de Tween 80 1%, como controlexperimento. Os outros trés
grupos foram tratados com 20 pL de cloranfenicoteor@centracao final de 5 pg/mL.
Um grupo tratado com cloranfenicol ndo recebeu igdadde OEHc, servindo para
controle da inibicdo de divisao celular. Os outtos grupos foram incubados por mais
um periodo de 2h, para que ocorresse a inibicaaliviado celular, e entdo foi
adicionado OEHc (20 pL) em concentragao final @&X1 1X CIM. A contagem das
células viaveis foi realizada apos 2, 4, 6, 8 edimcubacéo, e os resultados expressos
em UFC/mL (MUROI; KUBO, 1996) (Figura 11).
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Figura 11: Fluxograma da determinacéo do efeito do OEHc sodgas microbianas na
fase exponencial de crescimento na presenca dentdoicol.

Suspenséo
microbiana
Incubacéo
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é Plagueamento nos intervalos OEHe OFHe
4 de 2, 4, 6, 8 e 12 horas de 112% CIM 1XCIM
incubacdo a 35°C, apds a
adicdo do OEHc. ,‘

Fonte: O autor (2013).

4.6.12 Estudo do efeito modulador do OEHc na atividadeait#ibiéticos de uso
clinico

A acdo moduladora do OEHc na atividade antimicrudbide antibidticos de
uso clinico (OXA — Oxacilina 1ug, AMI — Amicacin®3g, GEN — Gentamicina 30ug,
CRX — Cefuroxima 30pg, CFO — Cefoxitina 30ug, CL@leranfenicol 10pug, NET —
Netilmicina 30ug, P/T — Piperacilina/Tazobactam ig,0ERT — Ertapenem 10ug,
MEM — Meropenem 10ug, VAN — Vancomicina 30ug, CLACHaritromicina 15ug,
CIP — Ciprofloxacina 5ug, CLI — Clindamicina 2ugbse cepas padrao & aureus
Oxacilina sensiveisS; aureuATCC 6538P €. aureuATCC 14458) foi determinada
pelo método de disco-difusdo (BAUER al, 1966), modificado (OLIVEIRAet al,
2006). Culturas contendo aproximadamente 1,5 & UBC/mL foram semeadas na
superficie de agar Mueller Hinton. Discos comescide agentes antimicrobianos
(ATM) foram aplicados na superficie do meio e aacdidco foram adicionados 20
da CIM do OEHc, previamente determinada. Para avali efeito da combinacao
OEHCc+ATM, discos de ATM, sem adicdo de OEHc forastados para cada cepa.
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Apos incubacéo das placas a 37°C/18h, foi realizaldgtura dos diametros dos halos
de inibicdo (HI) de crescimento microbiano (Figlg).

Os diametros dos HI de crescimento microbiano oetexdos por cada
associacdo OEHc+ATM foram comparados aos determénpdlo ATM isoladamente
Foi consideradaefeito sinérgicoquando a combinacdo determinou um aumento do
diametro de HP que 2mm;efeito antagonicauando o didametro do HI determinado
pela combinacédo foi menor que o do ATM isoladogkeito indiferente, quando a
combinacdo determinou um aumento no diametro do ddl ATM < 2mm.
(CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Figura 12: Fluxograma do estudo do efeito modulador do OHidcatividade de
antibioticos de uso clinico.
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35°C/18 horas previamente
= ) determinada
s ==

Leitura dos
didmetros dos halos
de inibicdo (HI) de
crescimento

Fonte: O autor (2013).

4.6.13 Estudo do efeito modulador do OEHc na atividade @aacilina pelo método
Checkerboard

O efeito do OEHc na atividade antimicrobiana da Gawbém foi avaliado
pelo Método deCheckerboard como descrito por Cleeland e Squires (1991),
utilizando-se, para isso, microplacas com 96 pogdesundo chato, estéreis. Aos pog¢os
das microplacas foram adicionadas aliquotas del8@e culturas microbianasS(
aureus ATCC 6538P eS. aureusATCC 14458), contendo aproximadamente® 10
UFC/mL, obtidas conforme descrito no item 4.6.6pB@le caldo BHI, 2QuL de OEHc
e 20 uL de Oxacilina (OXA). Os valores de CIM de OEHc e ©@®XA foram
previamente determinados e utilizados para obteigio diferentes associacdes de
OEHc-OXA. Foram usadas concentracoes finais igudi®, 1/4, 1/8, e 1/16 x CIM de
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OEHc e de OXA. As microplacas, fechadas por tangpaspriadas, foram incubadas
durante 24 horas em estufa bacteriologica a 3580s/ periodo de incubacédo foi
realizada a inspecé&o visual do crescimento micnobf{gigura 13).

Figura 13: Fluxograma do estudo do efeito modulador do OEHcatndade da
Oxacilina pelo métod€@€heckerboard
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Fonte: O autor (2013).

Para analisar o efeito das associacdes foram adksilos indices de
Concentracéao Inibitoria Fracionada (ICIF), comoctiés por (SHIN; LIM, 2004):

ICIF = ClFognc + ClFoxa. = [OEHC)/CIM ogpc + [OXA]/CIM oxa.

Onde: [OEHc] é a menor concentragdo do OEHc nacessm com
atividade antimicrobiana, Cipn. € a CIM de OEHc, Clbeyc € a Concentracéo
inibitoria fracionada do OEHc, [OXA] € a menor centracdo de OXA na associagao
com atividade antimicrobiana, Cliya € a CIM de OXA, Clbxa € a Concentracéo
inibitoria fracionada da OXA.

O indice CIF (ICIF) foi interpretado como: efeitmérgico para ICIK 0,5,
efeito aditivo ou indiferente para ICIF > 0,5 e ,8,le efeito antagbnico para ICIF >1,0
(EUCAST, 2003).

Os resultados obtidos para as associacdes OEHc#Ordm representados
graficamente pela aplicacdo de método isobolografidALL; MIDDLETON;
WESTMACOTT, 1983; KROGSTAD; MOELLERING, 1986).
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4.6.14 Determinacdo do efeito do tempo de exposicdo dam@acbes OEHc-OXA
na viabilidade microbiana

Aliguotas de 20uL de OEHc e 20uL de OXA nas comeedes
previamente determinadas no métodoGieskerboard foram adicionadas a pocos de
microplacas de 96 pocos contendo 80 pL de caldo &80 pL de uma suspenséo
microbiana(S. aureusATCC 6538P,S. aureusATCC 14458), com aproximadamente
10° UFC/mL, obtida conforme descrito no item 4.6.6.misroplacas foram incubadas
a 35 °C e aliquotas de dl0foram retiradas e diluidas em solucao salina%,&stéril,
sendo estas semeadas em &YJate-Countpela técnica da microgota (ROMEIRO,
2007), em intervalos de tempo predefinidos (0,, 8,48, 24 e 48 horas) (Figura 14). A
contagem das col6nias crescidas nas placas fizadalapos 24 horas de incubacédo a

35 °C. Como controle do experimento foi utilizad®ween 80 1% (sem tratamento).

Figura 14: Fluxograma da determinacdo do efeito do tempoexgposicdo das
associagcoes de OEHc e OXA na viabilidade microbiana
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Fonte: O autor (2013).
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4.6.15 Estudo do mecanismo de a¢céo do OEHc

4.6.15.1 Deteccéo de ocorréncia de alteracdo na permeahldédda membrana
celular

4.6.15.1.1 Captacao de cristal violeta

A alteracdo na permeabilidade da membrana foi thetagpelo ensaio do
cristal violeta (VAARA; VAARA, 1981). Suspensfesarobianas (5 mL) d&. aureus
ATCC 6538P eS. aureusATCC 14458 foram incubadassernightem caldo BHI e
tiveram suas células coletadas a 4500 x g durantmbtos a 4°C. ellet bacteriano
foi lavado duas vezes, ressuspenso em PBS (pte Bjd)stado de forma a se obtef 10
UFC/mL conforme item 4.6.5. Aliquotas de 20 da CIM e CLM do OEHc e de um
antimicrobiano (Amicacina 1,2 mg/ml) foram adicidaa aos po¢os de uma microplaca
contendo 18QuL das suspensoOes celulares. Os controles forananaeps de forma
semelhante, mas sem adicdo de OEHc ou amicacimdy seilizado caldo BHI com a
suspensao microbiana. Apods incubacdo a 37° C aurddtmin, as ceélulas foram
coletadas por centrifugacdo a 9300 x g duranterf rassuspensas em 180 de PBS
contendo 10 pg/mL de cristal de violeta e incuballmante 10 min a 37 ° C.

A suspenséao foi entdo centrifugada a 13400 x gntkirE5 minutos, sendo
as células descartadas. O sobrenadante foi coletadteitura de sua densidade otica
(OD) a 570 nm foi realizada em leitora de ElisaofBek) da série Expert Plus. O valor
de OB, nm da solugdo de cristal violeta (10 pg/mL), méila no ensaio, foi
considerado como 100% de absorcéo (Figura 15).l@ da captacdo do cristal pelas
culturas foi calculado usando a seguinte formulB: @& amostra/OD da solucdo de

violeta cristal x 100.
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Figura 15: Fluxograma do ensaio de captacao do cristaltaole
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Fonte: O autor (2013).

4.6.15.1.2 Liberacao de acidos nucléicos

A perda de acidos nucléicos (DNA e RNA) foi mendarpela leitura de
OD26onm (ZHOU et al, 2008). Cerca de 5 mL de culturas microbiaisasa(ireusATCC
6538P €S. aureusATCC 14458), em caldo BHI, foram incubadasernighte tiveram
sua densidade celular ajustada com PBS (pH 7,4) paa OR.onmde 2. Em seguida,
as células foram coletadas por centrifugacao axd@@urante 15 min, o sobrenadante
descartado, e pelletlavado duas vezes e ressuspenso em PBS (pH 8,4uspensodes
celulares (18QuL) foram adicionadas de 20L da CIM ou CLM do OEHc ou de
antimicrobiano (Amicacina 1,2 mg/mL). Culturas migianas sem tratamento foram
utilizadas como controle. Apés incubacédo a 37°Cgeomin e centrifugacdo a 13400 x
g por 15 min, as células foram descartadas e aelaiza leitura da Olgynm do

sobrenadante em leitora de Elisa (Bio-Tek) da $expert Plus (Figura 16).
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Figura 16: Fluxograma do ensaio de liberacdo de acidos icoslé
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Fonte: O autor (2013).

4.6.15.1.3 Efluxo de ions potassio (K

Células bacterianasS( aureusATCC 6538P eS. aureusATCC 14458)
cultivadas em caldo BHI (5 mLyyvernight foram coletadas por centrifugacao e lavadas
duas vezes em agua deionizada. As células forausgsnsas (!QFC/mL) de acordo
com o item 4.6.5 e aliquotas (360) foram tratadas com 40L da CIM e CLM do
OEHc. Nos intervalos de 0, 30, 60, 90, 120 e 18tutos foram retiradas aliquotas, que
foram centrifugadas e pellet bacteriano descartado. A dosagem de ions potfssio
realizada no sobrenadante, utilizando um analisddaions seletivo do tipo MH-ISE
(Figura 17). As culturas usadas como controle fopaeparadas de forma semelhante,

sem tratamento com o OEHCc.
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Figura 17: Fluxograma do ensaio de efluxo de ions potassip (
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Fonte: O autor (2013).

4.6.15.2Deteccao de alteracdes na morfologia bacteriana

4.6.15.2.1 Microscopia de forca atbmica

A suspensao microbian®.(aureusATCC 6538P) foi incubadavernight
em caldo BHI, e as células foram coletadas porifegacdo a 4000 x g e lavadas duas
vezes com agua Milli-Q. @ellet bacteriano foi ressuspenso em BHI de forma a se
obter uma suspensdo com £Pnm de 0,4. A suspensao celular (189 foi tratada
com 20uL do OEHc (CIM e CLM), durante o intervalo de 12ks células foram
coletadas por centrifugacdo a 4000 x g durantenbitos e lavadas trés vezes com agua
Milli-Q. Cerca de 5 pL da suspenséao celular forao@dos em uma lamina de vidro
circular limpa e examinados em microscépio de foatdmica (VEECO/DI-CP-2)
(Figura 18). As culturas-controle foram preparadis forma semelhante, sem
tratamento do OEHc (BRAGA; RICCI, 1998).
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Figura 18: Fluxograma de determinacé&o da microscopia defat@mica
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Fonte: O autor (2013).

4.6.16 Avaliagdo do efeito de concentra¢des sub-iribis do OEHc na expresséo
de fatores de viruléncia microbiana de S. aureus

Para avaliacdo da alteracdo na expressédo de fateresruléncia deS.
aureus pela acdo de Concentragbes Sub-Inibitoria (CSBh¢utos microbianos §.

aureusATCC 6538P €5. aureusATCC 14458) tiveram sua densidade celular ajustada
em 16 UFC/mL, em caldo BHI (18QL), conforme item 4.6.6. As suspensdes celulares
foram postas em contato com 20de CSI (1/2X, 1/4X, 1/8X e 1/16X CIM) de OEHc

e incubado por 24h a 37°C (LINHARES; XIMENES, 20{HAigura 19)
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Figura 19: Fluxograma da avaliagdo do efeito de concentsagidb-inibitérias do
OEHCc na expresséo de fatores de viruléncia micnabieS. aureus
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4.6.16.1Atividade catalase

A atividade da enzima extracelular catalase foliasa pela intensidade de
degradacdo de perdxido de hidrogénio em agua emwigAs aliquotas de cultura
microbiana (10QuL) previamente tratadas com CSI de OEHc foram tfeaigss para
pocos de uma microplaca, aos quais foram adicicmadanesma quantidade de
peroxido de hidrogénio 3% (1Q6). A formacdo de bolhas foi avaliada atribuindo
escores a sua intensidade. As culturas-controf@reparadas de forma semelhante,

sem tratamento com CSI do OEHc.

4.6.16.2 Atividade coagulase

A ocorréncia de aglutinagdo foi avaliada, apésetiusdos, utilizando o kit
Staphclin Latex (Laborclin), que detecta a capatddde formacdo de coagulos, pela
acao simultanea da coagulase (falomping e da proteina A. Para isso, uma aliquota
de 20uL de cultura microbiana previamente tratada com @SOEHc foi adicionado

ao cartdo teste do Kit juntamente comu2Qde latex contendo particulas sensibilizadas.
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Como controle negativo da atividade coagulasetibzada uma cepa d8. epidermidis
ATCC 12228. As culturas-controle & aureudoram preparadas de forma semelhante,
sem o tratamento prévio com CSI de OEHc.

4.6.16.3 Atividade hemolitica

O teste da atividade hemolitica detecta a acao h@asolisinas sobre
eritrécitos de carneiro. As culturas expostas @ameente as CSI do OEHc foram
avaliadas quanto a atividade hemolitica $loaureus Apos a exposicdo a CSI as
culturas foram centrifugadas e filtradas em mendbréh4mm). Em seguida uma
aliquota de 20uL do sobrenadante foi posta em twotan 180 pL de uma suspenséo
de hemacias de carneiro a 2% e incubada por 45n3°@. Apds esse periodo, a
suspensdao de eritrocitos foi centrifugada e o salol@nte transferido para microplaca
de 96 pocos para leitura das absorbancias em 5@@mieitora de Elisa (Bio-Tek) da
série Expert Plus. As culturas-controle foram pragas de forma semelhante, sem o

tratamento prévio com CSI de OEHCc.

4.6.16.4 Atividade lipolitica

O teste de atividade lipolitica detecta a degranlagilipideos contidos no
meio de cultura, por uma enzima extracelular, askip Na avaliacdo da atividade
lipolitica, aliquotas da cultura (28.) previamente exposta as CSI| foram adicionadas a
pocos confeccionados na superficie de 4gar Mudilgen (HIMEDIA) adicionado de
uma emulséo lipidica (gema de ovo a 50%). Aposhiacéao de 24h a 37°C, os halos de
lipdlise foram medidos com auxilio de paquimetros Aulturas-controle foram

preparadas de forma semelhante, sem tratament@€&bm

4.6.16.5 Atividade DNAse

O teste de DNase detecta a degradacdo do Acidoxibésonucleico
(DNA), contido no meio de cultura, por uma enzimtaacelular, a desoxirribonuclease.
Na avaliacdo da atividade da DNAse, aliquotas de 8a cultura previamente exposta
as CSI, foram semeadas na superficie de agar DNiésie Base (HIMEDIA). Apos
incubacado por 24h a 37°C, a superficie do agarefmberta com uma solucéo de HCI

1N, para visualizacdo da atividade enzimatica dA&8\ através da formacéo de zonas
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opacas. As culturas-controle foram preparadas wheaf@emelhante, sem o tratamento
prévio das CSIl de OEHc.

4.6.17 Determinagdo da influéncia de diferentes valores g¢#d na atividade
antimicrobiana do OEHCc.

Através desse ensaio foi verificada a influéncia g na atividade
antimicrobiana do OEHc. Para isso, culturas bauotes, em caldo BHI, foram
incubadasovernight e sua turvacdo ajustada, para que fossem obtidgserssoes
celulares com cerca de lWFC/mL. Em cada poco de uma microplaca, foram
adicionados: 100 pL de caldo BHI com pH ajustaddbén6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 e 9, 20
pL de diferentes concentragbes de OEHc (40 a yig/enL) e 80 pL de suspensao
microbiana. Foram utilizadas solu¢gbes de HCI 0glNaOH 5M para o ajuste de pH
(Figura 20). As microplacas foram incubadas a 3k inspecionadas visualmente

para verificar o crescimento microbiano nos po€ld@QUIU et al, 2008).

Figura 20: Fluxograma da avaliacédo da estabilidade do OEHR diéerentes valores de
pH.
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Fonte: O autor (2013).

4.6.18 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de mediao padrdo médio
(E.P.M.). As diferencas entre os grupos foram coeagss utilizando a Analise de
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Variancia (ANOVA) seguida dos testes de Tukey ef8wmani, utilizando como critério

p<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilzansoftware GraphPad Prism 5.0.
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RESULTADOS

5 RESULTADUS

O oleo essencial extraido da casca de fruto$lyteenaea courbaril.
(OEHCc) apresentou um estreito espectro de acamiantbiana, sendo capaz de inibir
apenas as cepas bacterianas Gram-posBivaureusATCC 6538P 6. aureusATCC
14458. De forma que essas cepas foram utilizadasgsademais ensaios microbianos:
avaliacao da influéncia do tempo exposicdo ao O&lds associacbes OEHc-OXA na
viabilidade microbiana; efeito do OEHc nas fases cdescimento exponencial e
estacionério; efeito do OEHc na fase de crescimemfmonencial, na presenca de
cloranfenicol; agcdo moduladora do OEHc na atividddeantibioticos de uso clinico;
mecanismo de acdo do OEHc; efeito de concentragdlesnibitéria de OEHc na
expressdo de fatores de viruléncia microbianos @toefdo pH na atividade

antimicrobiana do OEHc.

5.1Composicédo quimica do OEHc

As analises de cromatografia gasosa acoplada &tempetria de massa
(CG-MS) do OEHc levaram a identificacdo de 23 deifides componentes,
representando 94,73% do total identificado. Os amaptes majoritarios foram
germacreno-D (17,61%), (§)cariofileno (17,56%), Oxido de cariofileno (14,65%
(Figura 21; Tabela 1) e todos os compostos ideatiis pertencem a classe dos

sesquiterpenos.

Figura 21- Cromatograma ddEHCc obtido por cromatografia gasosa com deteccdo por
espectrometria de massas (CG-MS)
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Tabela 1 Constituintes quimicos do OEHCc.
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Constituinte I.K I.Kg % Total
a-cubebeno 1351 1343 1,24
a-copaeno 1376 1376 8,46
B-cubebeno 1388 1387 0,57
B-elemeno 1390 1389 1,29
a-gurjeno 1409 1400 0,54

(2)-p-cariofileno 1421 1421 17,56
B-copaeno 1432 1429 0,64
a-trans-bergamoteno 1434 1435 0,60
Aromadendreno 1441 1437 0,83
a-humuleno 1454 1456 3,26
Allo-aromadendreno 1460 1459 0,60
y-muuruleno 1479 1479 4,01
Germacreno-D 1481 1481 17,61
Trans-Muurola 4-(14)5, dieno 1493 1493 0,25
Biciclogermacreno 1500 1498 6,46
o-muuroleno 1500 1501 0,67
Germacreno A 1509 1508 0,39
y-cadideno 1515 1513 1,67
o-cadideno 1522 1522 4,43
Germacreno B 1561 1559 4,46
Espatulenol 1578 1580 2,63
Oxido de cariofileno 1583 1584 14,65
1,2-epoxido Humuleno 1608 1608 1,91
Total identificado 94,73%

I.K: indice de Kovats da literatura. lzKindice de Kovats experimental.



48

5.2 Ensaios microbiologicos

5.2.1 Potencial antimicrobiano do OEHc

O potencial antimicrobiano do OEHc foi determinaplela técnica de
difusdo em agar, modificada. Foi constatada agadido crescimento das duas cepas
de S. aureussensiveis a oxacilina (cepas OSS3).aureusATCC 6538P €S. aureus
ATCC 14458 foram sensiveis quando expostas ao éksencial (OE) até nas
concentracdes de 50 e 100 mg/mL, respectivamestdidnetros dos halos de inibicdo
(HI) determinados pela acdo do OEHc, nas concdigsatestadas, variaram de 9 a 7
mm e de 10 a 9 mm, para as cefagureusATCC 6538P &. aureusATCC 14458,
respectivamente (Tabela 2). Nenhuma das cepas bidoas testadas foi inibida pela

acdo do Tween 80 1%.

Tabela 2: Potencial antimicrobiano do OEHc sobre cepassdaureus determinado
pela técnica de difusdo em agar.

Microrganismos

Concentracédo (mg/mL) Halo de inibicdo (mm)*
S.aureus S.aureus
ATCC 6538P*  ATCC 14458 **
400 9+0,0 9+0,0
200 8,2+0,17 10+0,0
100 7,2+0,17 9+0,0

50 7+0,0 -



49

25 - -
12,5 -
Amicacina (1,2mg/mL) 31,75+1,24 26,2 +0,17

(*): Média + EMP dos halos de inibicdo do crescimento (mm)rée &nsaios;
Volume de OEHc aplicado em cada poc¢o: 25uL; (-)mSaividade; Controles:
Amicacina 1,2mg/mL e Tween 80 1% (sem atividadédnietro do poco: 6 mm. **
cepas OSSA.

As CIM e CLM de OEHc foram determinadas para assdigpas de&.
aureussensiveis ao OEHc pelo teste de difusdo em &gar.

5.2.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentgg@o Letal Minima
(CLM) do OEHc e da OXA para cepas de S. aureus

Para a determinacdo de CIM e CLM de OEHc e da Okab¢la 3) foram
utilizados os métodos de microdiluicdo em caldocdikura , em microplacas de 96
pocos, e de contagem de células viaveis, respewivi@ (BARON; PETERSON;
FINEGOLD, 1994). O OEHCc foi testado nas concenteacle 40 a 0,019 mg/mL e a
OXA nas concentracdes de 100 a 0,048 ug/mL pace@ss OSSA. A CIM de OEHc
foi de 2,5 mg/mL para as duas cepas testadasCéMdoram iguais a 2,5 mg/mL e 5
mg/mL paraS. aureuATCC 6538P &. aureusATCC 14458, respectivamente.

Tabela 3 CIM e CLM de OEHc e OXA para cepas padradsdaureusdeterminadas
pelas técnicas da microdiluicdo em caldo de culéude contagem de células viaveis,
respectivamente

MICRORGANISMOS OEHc (mg/mL) Oxacilina (ng/mL)

CIM CLM CIM CLM
S. aureusATCC 6538P 2,5 2,5 0,39 1,56
S. aureuATCC 14458 2,5 5,0 3,125 12,5

Controle: Tween 80 a 1%. Volume de OEHc ou OXA edacpoco: 20 uL. A CIM foi considerada a
menor concentracdo de OEHc ou de OXA, capaz d# imibrescimento das cepas 8eaureuscom
auséncia de turvacao visivel e a CLM foi considemadnenor concentracdo de OEHc ou de OXA, capaz
de eliminar em 99,9% do crescimento celular.

Os valores de CIM foram obtidos por observacaollao‘ou” (auséncia de

turvacao visivel) e por medida de absorbancia am2@m leitora de Elisa (Bio-Tek)
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da série Expert Plus (Graficos 1 a 4). As leitutasdensidade oOtica das microplacas
mostram que nao existe diferenca significativa (pSP na inibicdo do crescimento
microbiano determinado pela CIM de OEHc e concedgs inferiores (0,156mg/mL
paraS. aureusATCC 6538P e 1,25 mg/mL pa& aureusATCC 14458). No entanto,
nesse trabalho utilizamos os valores de CIM obtigos inspecédo visual, como

preconizado pelo Clsi (2003b).

Grafico 1: Atividade antimicrobiana do OEHbre a cep8. aureusATCC 6538P.
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Os valores representam a médi&RM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale de nao
inibicdo do crescimento (C = BHI + inoculo microfgg.

Grafico 2: Atividade antimicrobiana do OEHwbre a cep&. aureusATCC 14458.
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S.aureus ATCC 14458
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Os valores representam a médi&PM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale de nao
inibicdo do crescimento (C = BHI + inoculo microfig.

Grafico 3: Atividade antimicrobiana do antibidtico Oxacilisabre a cep&. aureus
ATCC 6538P.
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Os valores representam a médi&PM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale de nao
inibicdo do crescimento (C = BHI + inoculo microfig.

Grafico 4: Atividade antimicrobiana do antibiotico Oxacilisabre a cep8&. aureus
ATCC 14458
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S. aureus ATCC 14458
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Os valores representam a médi&PM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale de nao
inibicdo do crescimento (C = BHI + inoculo microfig.

5.2.3 Curvas de crescimento de cepas de S. aureus

Os gréficos 5 e 6 representam as curvas de crastinmeicrobiano das
cepas deS. aureusOSSA, sendo os valores expressos em logaritmo diades
formadoras de col6nias por mililitro (log UFC/mleim fungdo do tempo. As cepas de
S. aureustestadas, quando ativadawernight atingem as fases de crescimento

exponencial e estacionario apos 2 horas e 12 berasxubacao, respectivamente.

Grafico 5: Curva de crescimento & aureusATCC 6538P.
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S. aureus ATCC 6538P
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Os valores representam a média + EPM de trés exeetos.

Grafico 6: Curva de crescimento & aureusATCC 14458.
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5.2.4 Efeito do tempo de exposicdo ao OEHc na viabilidadierobiana de cepas de
S. aureus

Os gréficos 7 e 8 apresentam a influéncia do tedepexposicdo ao OEHc
na viabilidade das cepas OSS3. @ureusATCC 6538P €S. aureusATCC 14458),

sendo os valores expressos em log UFC/mL em fushgdempo.

Grafico 7: Efeito do tempo de exposicdo do OEHc na viaki@deS. aureusATCC
6538P.



54

S. aureus ATCC 6538P
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experimentos. A andlise dos dados foi realizada®ApiDVA, com pos-teste de Tukey com p<0,05.

Grafico 8: Efeito do tempo de exposicdo do OEHc na viahiledaelular des. aureus
ATCC 14458.
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EPM de trés experimentos. A analise dos dados#dizada por ANOVA, com pdés-teste de Tukey com
p<0,05.

O crescimento celular de5. aureus ATCC 6538P foi totalmente
inviabilizado apds exposi¢cdo por um periodo de &ah@ uma concentracdo igual a
2,5mg/mL de OEHc, o que corresponde a CIM e CLMammsa cepa. Sendo que nas
duas primeiras horas, o OEHc foi capaz de redunzi8&,91% o crescimento celular.

O OEHc, quando em CIM (2,5 mg/mL), inibiu em 11,6@%rescimento da
cepaS. aureusATCC 14458, nas duas primeira horas de contatds ap que a
populacdo microbiana voltou a aumentar, e com 48lexgposicdo foi constatado um

aumento celular de 55,17% em relacdo ao inécubiainiNo entanto, quando a cepa foi
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exposta a CLM (5 mg/mL) de OEHc, foi evidenciadoaumeducdo 20,56% no
crescimento microbiano nas duas primeiras horagjeofoi mantido por 8 horas, e a
perda total de viabilidade celular ocorreu apés @tbontato.

5.2.5 Efeito do OEHc sobre cepas de S. aureus nas fases cdescimento
exponencial e estacionario
Os graficos 9 e 10 representam, o efeito de corazggigs iguais a 1X e 2X
CIM do OEHc sobre as cepas de OSSA nas fases deimento exponencial e
estaciondrio, sendo os valores expressos em loghlE€vh funcao do tempo.
O OEHCc foi adicionado as culturas em fase expoaéde crescimento (O,
4 e 8h) e em fase de crescimento estacionario @4di)capaz de reduzir o nimero de

células viaveis em todas as fases, sendo maisz aficanicio da fase de crescimento
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exponencial, quando utilizado em concentracao. l&talcdo antimicrobiana do OEHc

sobre as cepas & aureudoi dependente da concentragao.

Grafico 9: Efeito do OEHc sobr&. aureusATCC 6538P nas fases de crescimento
exponencial e estacionario.
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O OEHCc foi adicionado nos tempos Gi),(4h (A), 8h (V) e 24h ¢) apds o inicio da incubacéo. A
contagem de células viaveis foi determinada apés24 horas da adicdo do OEHc. Contrale ¢em
tratamento. (A): 1X CIM (2,5 mg/mL); (B): 2X CIM (Bhg/mL). A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, com pos-teste de Tukey, com p<0,@% p = comparagdo entre o grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicéo, respectivamente, no tempg 8;6 = comparacado entre o grupo controle, apds 4 e 24
horas da adicéo, respectivamente, no tempe 4hjj = comparacéo entre o grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicao, respectivamente, no tempg &h = comparacao entre o grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicéo, respectivamente, no tempo 24h.

Grafico 10:; Efeito do OEHc sobr&. aureusATCC 14458 nas fases de crescimento
exponencial e estacionario.
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O OEHCc foi adicionado nos tempos Gin),(4h (A), 8h (V) e 24h ¢) apds o inicio da incubagdo. A
contagem de células vidveis foi determinada apés24 horas da adicdo do OEHc. Contralg gem
tratamento. (A): 1X CIM (2,5 mg/mL); (B): 2X CIM (Bhg/mL). A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, com poés-teste de Tukey, com p<0,05 f = comparacgéo entre o grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicao, respectivamente, no tempoyOld = comparacao entre 0 grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicdo, respectivamente, no tempa 4Ry = comparacao entre o grupo controle, ap6s 4 e 24
horas da adicédo, respectivamente, no tempg & = comparacao entre o grupo controle, apés 4 e 24
horas da adicao, respectivamente, no tempo 24h.

5.2.6 Efeito do OEHc sobre cepas microbianas na fase exgwial de crescimento
na presenca de cloranfenicol
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Os graficos 11 e 12 representam, o efeito das otmagdes iguais a 1/2 X e
1 X a CIM do OEHc sobre as cepas OSSA na fase plenexcial de crescimento, na
presenca do cloranfenicol (CLO), sendo os valorgwessos em logUFC/mL em
funcao do tempo.

Em concentragdo sub-inibitoria (1/2X CIM), o OEHe, presenca de CLO,
inviabilizou o crescimento celular apos 12h e emceatracao igual a CIM, o tempo de
morte celular foi de 10h, para ambas as cepaS.drureus A melhor atividade do
OEHc na presenca de CLO sugere um mecanismo de iacpendente do

metabolismo celular, que parece néo estar ligad@amressos de sintese protéica.

Grafico 11: Efeitos do OEHc sobre a Swureus ATCC 6538P na presenca de
cloranfenicol.
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A seta 1 (T=4h) indica o0 momento de adicdo de OEMg e CLO (*). A seta 2 (T=6h) indica o
momento de adicdo de OEHc apés 2h da adicdo de(CLOControle #) sem tratamento. (A): 1/2X
CIM; (B): 1X CIM. A analise foi realizada por ANOV,Acom pés-teste de Bonferroni com p<0,05.
Comparacdao entre os grupos CLO-OEHc e OEHc, ap®sl®, e 12 horas.

Grafico 12. Efeitos do OEHc sobre a Swureus ATCC 14458 na presenca de
cloranfenicol.
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A seta 1 (T=4h) indica 0 momento de adicdo de OEMg e CLO (*). A seta 2 (T=6h) indica o
momento de adicdo de OEHc apés 2h da adicdo de(CLOControle #) sem tratamento. (A): 1/2X
CIM; (B): 1X CIM. A analise foi realizada por ANOV,Acom pés-teste de Bonferroni com p<0,05.
Comparacdo entre os grupos CLO-OEHc e OEHc, apés 86, 10 e 12 horas.
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5.2.7 Efeito modulador do OEHc na atividade antibacteriarde antibioticos de uso
clinico

Entre as varias classes de antibioticos testadafo gslactamicos
(penicilinas: oxacilina e piperacilina/tazobactamefalosporinas: cefuroxima e
cefoxitina; carbapenens: ertapenem e meropenengppgbtideo (vancomicina),
aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e netitraj¢c macrolideo (claritromicina),
quinolona (ciprofloxacina), lincosamideo (clindam& e cloranfenicol. A cep®.
aureusATCC 6538P foi sensivel a todos os antibidticagtaidos e a cepd. aureus
ATCC 14458 foi resistente somente ao CLO (Tabela 4)
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Tabela 4: Efeito modulador do OEHc na atividade antibactexide antibiéticos de uso
clinico sobre cepas & aureus

Microrganismos

S. aureuATCC

S. aureufATCC

Antibioticos 6538P JAies
HI arw 27 (S) 14 (S)
OXA HI oEHc-ATM 27 * 18,51
HI arm 24 (S) 19,5 (S)
AMI HI ogHc-ATM 261 22,51
HI arw 20 (S) 215 (S)
GEN HI ogHc-aTMm 20,5* 22*
HI arw 29,5 (S) 245 (S)
CRX HI oEHc-ATM 29,5* 26,51
HI arw 31 (S) 265 (S)
CFO HI ogHc-aTMm 291 251
HI arw 245 (S) 9 (R)
cLo HI ogHc-aTMm 24,5* 111
HI atm 22,5 (S) 19 (S)
NET HI ogHc-ATM 25,51 22,51
HI atm 37 (S) 23 (S)
PIT HI ogHc-aTMm 35,5* 23 *
HI arw 30,5 (S) 28 (S)
ERT HI ogHc-ATM 31,5* 28,5*%
HI arm 42 (S) 38 (S)
MEM HI ogHc-aTMm 40,51 401
HI arw 34,5 (S) 28 (S)
CLA HI oEHc-ATM 37,51 32,51
HI arw 28,5 (S) 305 (S)
cIp HI oEHc-ATM 28,5 * 30,5 *
HI arm 27 (S) 33 (S)
ct! HI ogHc-aTMm 26,51 EEk
HI arw 18,5 (S) 16 (S)
VAN HI ogHc-aTMm 18,5* 181

Média de trés experimentos. (S) Sensivel, (R) Rets. OXA — Oxacilina (1pg), AMI — Amicacina
(30ug), GEN — Gentamicina (30ug), CRX — Cefuroxi(@8ug), CFO — Cefoxitina (30ug), CLO —
Cloranfenicol (10ug), NET — Netilmicina (30ug), PA Piperacilina/Tazobactam (110ug), ERT —
Ertapenem (10ug), MEM — Meropenem (10ug), CLA —ri@amicina (15ug), CIP — Ciprofloxacina
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(5ug), CLI — Clindamicina (2ug), VAN — Vancomici@0ug). Discos de ATM foram impregnados com
20uL da CIM do OEHc para cada cepa testada. Hineli® do halo de inibicdo de crescimento em mm.
Hlogne.atm: didmetro do halo de inibicdo de crescimento detexdo pela associacdo OEHc-ATM.
Hlarm: didmetro do halo de inibicdo de crescimento deteado pelo antibidtico isolado. Efeito sinérgico

(1): Hlogne.atm = Hlatm + 2mm; Efeito antagdnica I: Hlogne-atv < Hlatm; Efeito indiferente ou aditivo
(*): HI oene-atv < Hlatm + 2 (CLEELAND, SQU'RES, 1991)

A comparacéo entre os halos de inibicdo de crestor(éll) determinados
pelosATM isolados com os HI determinados pela associa@géic-ATM permitiu
comparar o efeito modulador do OEHc na atividademacrobiana de diferentes
antibioticos de uso clinico. Os resultados obtichmstram que a modulacdo do OEHc
na eficiéncia do ATM sobre as cepas OSSA testadamu para os diferentes ATM
utilizados.

Situacdes de sinergismo, antagonismo e indifertargan constatadas para
21,44 e 57,14; 21,42 e 7,14; 57,14 e 35,72 % dsscegdes OEHc-ATM, sobre as
cepasS. aureUATCC 6538P &. aureusATCC 14458, respectivamente.

As associacdes de OEHc com AMI, NET e CLA apresantaefeito
sinérgico para ambas as cepa testadas. O efel@Edir na acdo de GEN, P/T e ERT
foi indiferente e a associacdo OEHc-CFO foi a ugioa exerceu acao antagobnica.

A interferéncia do OEHc na atividade antimicrobia@aOxacilina também
foi avaliada pelo Método d€heckerboardPara o célculo dos indices de CIF (ICIF)
foram utilizados as menores concentracbes de OEHie eOXA contidas nas

associacdes capazes de inibir o crescimento vissatepas testadas (Tabela 5).

Tabela 5 - Acdo combinada de OEHc e OXA na inibicdo de cepas.daureus
sensiveis a oxacilina

Microrganismo CIM oenc CIF oeHc CIM oxa CIF oxa ICIF
| A | A

2,5 1,25 0,5 0,39 0,097 0,25 0,75
25 0,625 0,25 0,39 0,097 0,25 0,5

S- QUreUsATCC 6538P 5 5= 315 0,125 0,39 0,097 025 0375
25 0156 00625 0,39 0,19 0,5 0,562
2,5 1,25 0,5 3,125 0,19 0,06 0,56
25 0,625 0,25 3,125 0,19 0,06 0,31

S. QUreUsATCC 14458 75 == 315 0,125 3,125 0,19 0,06 0,185
25 0,156 0,062 3,125 0,19 0,06 0,122

CIMogne CIM do OEHc (mg/mL); CiMyxa: CIM da OXA (pg/mL). I: OEHc ou OXA isolados; A:
associacdo OEHc-OXA. CHex. = CIM do OEHc na associacdo/CIM do OEHc isoladif=gés= CIM
da OXA na associacado/CIM da OXA isolada. Indice EIEIFogn+ ClFoxa ICIF < 0,5: sinergismo;

ICIF >0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; IC#1,0: antagonismdgucast, 2003
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Ao avaliar o efeito modulador das associacoes OBMA; foi constatado
acoes sinérgicas (40,63%), aditivas (50%) e anteg$r9,37%). Para a cefaaureus
14458 nao foi constatada nenhuma associacdo amtgopara as concentracoes
testadas.

Para as menores concentracdes de OE ou OXA, capazeeterminar
associagOes aditivas e sinérgicas, os valoresléeviCiaram entre 0,122 a 0,75, para as
cepas OSSA testadas, com reducdo de até 16 ve@aslidie OXA ou da OEHc.

O tipo de interacdo das associacfes de OEHc-OXA ped visualizado
graficamente na forma de isobologramas (Graficog 1131). Para construcdo desses
graficos, foram utilizados os valores de FIC do ©EHda OXA. As associa¢gfes nas
quais ocorre interacao indiferente ou aditiva podenvistas como pontos entre as duas
linhas tracejadas CIF (0,5; 0,5) e CIF (1;1), a&sagibes de sinergismo sao visualizadas
como pontos abaixo da linha tracejada CIF (0,5).0® efeito é antagbnico é

determinado pelos pontos situados acima da listajda CIF (1;1).

Gréfico 13 - Isobolograma mostrando o efeito sinérgico da@asdo OEHc-OXA na
inibicdo do crescimento dd. aureuATCC 6538P.
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Os pontos representam os valores de CIF de as8esiagn que o crescimento microbiano foi inihido
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Gréfico 14 - Isobolograma mostrando o efeito sinérgico da@asdo OEHc-OXA na
inibicdo do crescimento dd. aureuATCC 14458.
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Os pontos representam os valores de CIF de as8esiat que o crescimento microbiano foi inibido.

As representacdes graficas em isobologramas carfiros resultados de
ICIF, onde, para a cef aureusATCC 6538P 6. aureusATCC 14458 foi constado

sinergismo para uma e trés das associacoes, respaente.

5.2.8 Efeito do tempo de exposicdo das associacfes OEMA-Ma viabilidade
microbiana

Os graficos 15 a 20 representam, a influéncia dgptede exposicdo a
associacbes de concentracbes sub-inibitorias do cOEHda oxacilina sobre o
crescimento microbiano das cepas de OSSA, sendovatiwes expressos em
logUFC/mL em funcg&o do tempo. Todas as associadQédsc-OXA, que apresentaram
efeito sinérgico ou aditivo (ICIF < 1,0) reduzirarviabilidade microbiana 100 x ou

mais, o0 que pode ser considerado sinergismo.



65

Gréfico 15: Efeito do tempo de exposi¢cdo a OEHc-OXA na vidade celular d&.
aureusATCC 6538P.

S. aureus ATCC 6538P

log UFC/mL

0 T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Horas

e (OEHc - 0,156 mg/mL + OXA - 0,1Rg/mL), A (OXA - 0,19ug/mL), m (OEHCc - 0,156 mg/mL)¥
(sem tratamento). Os valores estdo expressos pedeamt EPM de trés experimentos. A analise dos
dados foi realizada por ANOVA, com pos-teste deejutom p<0,05.

Gréfico 16: Efeito do tempo de exposicdo a OEHc-OXA na vidade celular d&.
aureusATCC 6538P.
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e (OEHc - 0,312 mg/mL + OXA - 0,097g/mL), A (OXA - 0,097ug/mL), m (OEHC - 0,312 mg/mL)¥Y
(sem tratamento). Os valores estdo expressos padéant EPM de trés experimentos. A andlise dos
dados foi realizada por ANOVA, com pés-teste deejubom p<0,05.
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Grafico 17: Efeito do tempo de exposicdo a OEHc-OXA na vidade celular dd.
aureusATCC 6538P

S.aureus ATCC 6538P

log UFC/mL

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Horas

o
NS
00

e (OEHC - 0,625 mg/mL + OXA - 0,097g/mL), A (OXA - 0,097ug/mL), m (OEHCc - 0,625 mg/mL)¥Y
(sem tratamento). Os valores estdo expressos pedeamt EPM de trés experimentos. A analise dos
dados foi realizada por ANOVA, com pos-teste deejutom p<0,05.

Grafico 18: Efeito do tempo de exposicdo das combinacdes EldcCe Oxacilina na
viabilidade celular d&. aureusATCC 14458.
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e (OEHc - 0,156 mg/mL + OXA - 0,18g/mL), A (OXA - 0,19ug/mL) m (OEHc - 0,156 mg/mL)¥Y
(sem tratamento). Os valores estdo expressos gellm EPM dois experimentos. A analise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Tukey qu¥,05.
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Grafico 19: Efeito do tempo de exposicdo das combinacdes EldcCe Oxacilina na
viabilidade celular d&. aureusATCC 14458.
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Horas

e (OEHc - 0,156 mg/mL + OXA - 0,199/mL), A (OXA - 0,39ug/mL) m (OEHc - 0,156 mg/mL)¥
(sem tratamento). Os valores estdo expressos m@armh EPM dois experimentos. A andlise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey qus0,05.

Gréfico 20: Efeito do tempo de exposi¢cdo das combinacdes EldcGe Oxacilina na
viabilidade celular d&. aureusATCC 14458.
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e (OEHc - 0,312 mg/mL + OXA - 0,199/mL), A (OXA - 0,19pg/mL) m (OEHc - 0,312 mg/mL)¥
(sem tratamento). Os valores estdo expressos gellm EPM dois experimentos. A analise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Tukey qo¥0,05.
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Todas as associacfes OEHc-OXA testadas foram ambzenanter de
maneira significativa o niamero de células viavessSd aureusabaixo da contagem
observada para o OEHc e a OXA isoladamente.

Entre as associacdes testadas paraaureusATCC 6538P, a maior
eficiéncia foi constatada para 0,156 mg/mL de OEH;19ug/mL de OXA, capaz de
inviabilizar o crescimento desta cepa apés 8 hdesexposicdo (Grafico 15A
associacado (0,625 mg/mL de OEHc + 0,Q&/mL de OXA) também foi capaz de
eliminar 0S. aureusATCC 6538P, porém necessitou de 48 horas de coftEatfico
17). A associacao 0,312 mg/mL de OEHc + 0,0§/mL de OXA reduziu ligeiramente
0 numero de células viaveis nas duas primeirasshdea exposi¢cdo, mantendo o
crescimento microbiano ao nivel do inoculo iniciak 48h de exposi¢céo (Grafico 16).

Todas as associacOes testadas apresentaram excefeitd bactericida
sobre a cep&®. aureusATCC 14458. As associacdes 0,156 mg/mL de OEH¢19 O
ug/mL de OXA (Gréfico 18) e 0,312 mg/mL de OEHc 13ug/mL de OXA (Gréfico
20), inibiram o crescimento celular nas duas pmiasehoras de contato e inviabilizaram
a sobrevivéncia bacteriana apds 4 horas. A assacidd56 mg/mL de OEHc + 0,19
ug/mL de OXA reduziu e inviabilizou o crescimentdutar em 2 horas e 6 horas de

exposicdo, respectivamente (Grafico 19).

5.2.9 Mecanismos de a¢do do OEHc em S. aureus
5.2.9.1Alteracédo na permeabilidade da membrana celular

5.2.9.1.1 Captacéao de cristal violeta

Os gréficos 21 e 22 representam, a captacdo dalovisleta por cepas
padrdo deS. aureusexpostas a CIM e CLM de OEHc e os valores sao sgpseem
porcentagem de captacéo de cristal violeta. A C&MDE&EHCc foi capaz de promover um
aumento na captacéo do cristal violeta em 44,17,39%6 pelas cep&. aureusATCC
6538P €S. aureusATCC 14458, respectivamente, indicando a ocoreédei alteracéo

dos envoltorios celulares.
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Gréfico 21: Captacéo do cristal violeta pBr aureusATCC 6538P exposta a OEHCc.

S. aureus ATCC 6538P

1001

% Captacéo do cristal violeta

Os valores representam a médi&RPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnir@e (sem
tratamento). AMI (Amicacina 1,2 mg/mL). EDTA — &ciétilenodiaminotetracético (controle positivo da
captacdo do cristal violeta). CIM (2,5 mg/mL). CI(®I5 mg/mL).

Gréfico 22: Captacéo do cristal violeta pBr aureusATCC 14458 exposta a OEHC.

S. aureus ATCC 14458

% Captacao do cristal violeta

Os valores representam a médi&PM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirae (sem
tratamento). AMI (Amicacina 1,2 mg/mL). EDTA — &ciétilenodiaminotetracético (controle positivo da
captacdo do cristal violeta). CIM (2,5 mg/mL). CI(®Mmg/mL).
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5.2.9.1.2 Liberacao de acidos nucléicos

A liberagéo de &cidos nucléicos pelas cepas patb& aureusexpostas a
CIM e CLM de OEHc podem ser visualizadas nos goafig3 e 24, onde e os valores
sdo expressos em densidade oOptica (DO) a 260 n@INMAde OEHc foi capaz de
promover aumento de perda de material intracelktar57,5% e 50% pelas cep@s
aureusATCC 6538P &. aureusATCC 14458, respectivamente.

Gréfico 23: Liberagdo de acidos nucléicos pela cBpaureusATCC 6538P exposta a
OEHCc.
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Os valores representam a médi&PM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirae (sem
tratamento). AMI (Amicacina 1,2 mg/mL). CIM (2,5 fg_). CLM (2,5 mg/mL).



71
Gréfico 24: Liberagéo de acidos nucléicos pela cBpaureusATCC 14458 exposta a
OEHCc.

S.aureus ATCC 14458
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Os valores representam a médi&RPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnir@e (sem
tratamento). AMI (Amicacina 1,2 mg/mL). CIM (2,5 fmg_). CLM (5 mg/mL).
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5.2.9.1.3 Efluxo de ions potassio (K

O OEHc, em CIM e CLM, foi capaz de determinar autmen
estatisticamente significativo, no efluxo de iomsagsio pelas cep& aureusATCC
6538P eS. aureusATCC 14458 (Gréfico 25 e 26), 0 que indica a c&ocia de

alteracéo na permeabilidade da membrana celular.

Gréfico 25: Efluxo de ions potassio (Kpela cep&®. aureusATCC 6538P.

S. aureus ATCC 6538P
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Minutos

Os valores representam a médicEPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale sem
tratamento A). (CIM = CLM = 2,5 mg/mL) ¢). mEqg/L (miliequivalente por litro).

Gréfico 26: Efluxo de jons potassio {Kpela cep&. aureusATCC 14458.

S.aureus ATCC 14458
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Os valores representam a médi€EPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comntrale sem
tratamento A). CIM (2,5 mg/mL) @). CLM (2,5 mg/mL) @). mEg/L (miliequivalente por litro).
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5.2.9.2AlteracBes na morfologia bacteriana

5.2.9.2.1 Microscopia de forga atdmica

Uma cultura deS. aureusATCC 6538P tratada com o OEHc em
concentracdo igual a CIM e CLM (2,5 mg/ml) e umdtura-controle preparada de
forma semelhante, sem tratamento foram examinadasieroscopio de forca atdbmica
(VEECO/DI-CP-2) (Figura 22 e 23). Nessa concentragdOEHc € capaz de causar
danos no envoltorio celular & aureusATCC 6538P (setas amarelas), com pode ser
visualizado pela presenca de sulcos na superéilée de uma variacdo na altura e na
rugosidade das células quando comparado ao cosgoletratamento, o que sugere a
ocorréncia de perda de material citoplasmaticoséoka da cepa d&. aureusATCC
6538P para o experimento de microscopia de fo@miea se deve ao fato da mesma
apresentar maior sensibilidade ao OEHc, facilitanmioa melhor visualizacdo de

possiveis alterac6es em sua morfologia.
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Figura 22 — Alteragbes na morfologia d8. aureusATCC 6538P detectada por
microscopia de forca atdbmica do tipo 3D (altura).

A — Controle ndo exposto ao OEHc (tamanho da dizftgéo: 5,254um; taxa de varredura: 1,001 Hz;
escala de dados: 708,0 nm). B5.-aureusATCC 6538P exposto a 2,5 mg/mL de OEHc (tamanho da
digitalizagéo: 6,333m; taxa de varredura: 1,001 Hz; escala de dadb87 -hm).
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Figura 23 — Alteragbes na morfologia d8. aureusATCC 6538P detectada por

microscopia de forca atbmica

2100.9 nm

0.0 nm

0.0 nm

A — Controle ndo exposto ao OEHc (tamanho da dimatgho: 5,254.m; taxa de varredura: 1,001 Hz;
escala de dados: 2.101 nm). BB.- aureusATCC 6538P exposto ao OEHc (2,5 mg/mL) (tamanho da

digitalizagéo: 6,333m; taxa de varredura: 1,001 Hz; escala de dadd883im).




76

5.2.10 Deteccéo do efeito de concentracdes sub-inibitbdasOEHc na expressao de
fatores de viruléncia microbiana do S. aureus

5.2.101 Atividade da catalase

A tabela 6 apresenta o efeito da exposi¢do a ctmagdes sub-inibitdrias de
OEHCc sobre a expressdo de catalase por cepas 3868@q 0s valores expressos em
escores de intensidade de reacdo. A exposicao &t @&terminou uma reducédo na
atividade catalase das cefmsaureuATCC 6538P 6. aureuATCC 14458.

Tabela 6 -Atividade catalase de cepas$leaureuspds exposicaa concentracoes sub-
inibitérias de OEHc.

Intensidade da atividade catalase

OEHc (mg/mL) Controles
1,25 0,625 0,312 0,156 C+ C-
S. aureusATCC 6538P + + +++ +++ +++ -
S. aureusATCC 14458 + ++ ++ +++ +++ -

Volume de cultura utilizado: 1Q0L; Volume de peréxido de hidrogénio 3% utilizadbOQuL;
Intensidade da reacdo: (+) Fraca; (++) Moderada;)4#ntensa; (-) Sem atividade; C+ (Cultura sem
tratamento prévio com OEHc); GEgcherichia colIATCC 10536).
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5.2.10.2 Atividade da coagulase

A tabela 7 apresenta o efeito da exposi¢do a ctmagdes sub-inibitdrias de
OEHCc sobre a expressdo de coagulase pelas SepaseusATCC 6538P €S. aureus
ATCC 14458. A expressao da atividade coagulasecepas testadas ndo foi inibida

pela exposicdo a concentragdes sub-inibitériasEdcO

Tabela 7 - Atividade coagulase de cepas Sleaureusapds exposicda concentracdes
sub-inibitérias de OEHc.

Atividade coagulase

OEHc (mg/mL) Controles

1,25 0,625 0,312 0,156 C+ C-

S. aureusATCC 6538P + + + + + -

S. aureusATCC 14458 + + + + + -

Volume de cultura utilizado: 20uL; Reacdo da coasgd (+) positiva; (-) negativa; C+ (Cultura sem
tratamento prévio com OEHc); CStaphylococcus epidermiddsTCC 12228.
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5.2.10.3 Atividade hemolitica

Os graficos abaixo mostram o efeito da exposica&mraentracdes sub-
inibitérias de OEHc sobre a expressdo de hemofispedas cepaS. aureusATCC
6538P €S. aureuATCC 14458. Os valores sédo expressos em absogbaiaio nm.

Uma concentracdo sub-inibitoria igual a 1/2X CIM @EHc foi capaz de
reduzir significativamente a atividade hemolitica depaS. aureusATCC 6538P
(Grafico 27). Para &. aureusATCC 14458 nao foi constatada reducdo nessa atleid

em nenhuma das concentracfes testadas (Grafico 28).

Grafico 27 Atividade hemolitica deS. aureusATCC 6538P ap0s exposicdo a
concentracdes sub-inibitérias de OEHCc.

S. aureus ATCC 6538P

g 0.06 % <
5 n
;% 0.044 | % §
5 oof
PSR
(mg/mL)

Os valores representam a médicEPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirale sem
tratamento (S/TTO). S/TTO (Cultura ndo expostac@scentracdes sub-inibitérias do OEHc). HEM
(Suspenséo de hemécias ndo exposta as cultusdasat
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Gréfico 28: Atividade hemolitica deS. aureusATCC 14458 apls exposicdo a
concentracdes sub-inibitérias de OEHLc.

S.aureus ATCC 14458
0.081

= I

Absorbancia (570 nm)

Os valores representam a médicEPM de trés ensaios. * p < 0.05 comparado comnirae sem

tratamento (S/TTO). S/TTO (Cultura ndo expostac@scentracdes sub-inibitérias do OEHc). HEM
(Suspenséo de hemécias ndo exposta as cultusdasat
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5.2.10.4 Atividade lipolitica

A tabela 8 apresenta o efeito da exposi¢do a ctmagdes sub-inibitdrias de
OEHCc sobre a expressao de enzimas lipoliticas pejaasS. aureusATCC 6538P 5.
aureusATCC 14458, sendo os valores expressos em mildsieissa exposicao inibiu
a expressdo da atividade lipolitica (auséncia dadgao dos halos de lipolise) por
aureusATCC 6538P, mas ndo determinou qualquer inibicdatividade da cep8.
aureusATCC 14458.

Tabela 8 - Atividade lipolitica de cepas d&. aureusapds exposicda concentracoes
sub-inibitérias de OEHc.

Diametro do halo de lipdlise (mm)*

OEHc (mg/mL) Controle
1,25 0,625 0,312 0,156 C+
S. aureusATCC 6538P - - - - 10
S. aureusATCC 14458 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5

Volume de cultura aplicado em cada poc¢o: 25uL; Tdmado poco: 6mm; (*) Média dos halos de
lipélise (mm) de trés ensaios; (-) Sem atividade; (Cultura sem tratamento prévio com OEHc).
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5.2.10.5 Atividade da DNAse

A tabela 9 apresenta o efeito da exposicao a ctmac@es sub-inibitorias de
OEHc sobre a expressdao de DNAse por cepas OSSAwuNendas concentracdes

utilizadas foi capaz de inibir a agdo dessa enzima.

Tabela 9 -Atividade da DNAse de cepas 8e aureusapos exposicda concentracoes
sub-inibitorias de OEHc.

Atividade DNAse

OEHc (mg/mL) Controle
1,25 0,625 0,312 0,156 C+
S. aureusATCC 6538P + + + + +
S. aureusATCC 14458 + + + + +

(+) presenca de atividade DNAse - halo opaco aorréds do crescimento bacteriano, ap6s a adicdo de
HCI 1%. (-) Auséncia de atividade; C+ (Cultura demtamento prévio com OEHc).
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5.2.11 Ensaio da influéncia de diferentes valores de pH atvidade antimicrobiana
do OEHc.
Os resultados obtidos para o efeito do pH na adedantimicrobiana do
OEHCc sobre cepas OSSA séo apresentados na tabé&addémos constatar que a acao
antimicrobiana do OEHc né&o é influenciada por pHhonegue 7, no entanto valores de

pH maiores que 7 séo capazes de potencializaciérefia do OEHc.

Tabela 10 —Efeito do pH na atividade antimicrobiana do OEHbreocepas dé&.
aureus.

Microrganismo

S. aureu;ATCC 6538P S. aureuATCC 14458

Ph Concentragao inibitéria minima (mg/mL)*
55 2,5 2,5
6,0 2,5 2,5
6,5 2,5 2,5
7,0 2,5 2,5
7,5 1,25 2,5
8,0 1,25 1,25
8,5 1,25 1,25
9,0 1,25 1,25

*Menor concentracdo do OEHc capaz de inibir conapheinte o crescimento microbiano determinado
através da inspecao visual. Volume de OEHc apliemd@ada poco da microplaca: 20
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a atividade antobiana do 6leo essencial
extraido das cascas de frutosttlecourbaril L. (OEHc) com determinacéo da CIM, da
CLM, do efeito do tempo de exposicao na viabilidaderobiana, do efeito modulador
na eficiéncia de antibidticos de uso clinico, deitef do tempo de exposicdo a
associagoes OEHc-Oxacilina na viabilidade micradiarda interferéncia na expressao
de fatores de viruléncia microbianos. Foi estudtalobém o mecanismo de acéo
antimicrobiano do OEHc.

O OEHCc obtido por hidrodestilacdo (CRAVEIRO, 19&presentou-se
como um o6leo fino de cor verde claro e um forteraglmadeirado. O rendimento da
extracdo foi de 0,052%. Aguiat al. (2010) utilizando um aparelho de Clevenger
modificado por Gottlieb, obtiveram um rendimentocdeca de 0,041% em extracdes de
Oleo essencial da casca de frutoHyanenaea courbarilL, este dado reforca o baixo
rendimento encontrado no presente estudo e compxalgumas cascas e materiais
mais lenhosos apresentam pequenas quantidadesodee§kenciais.

Em estudo envolvendo a extracdo de 6leos essenqidir de cascas e de
folhas de canela do CeilaGinamomum veruiAresl|, sinC. zeylanicunBl.), também
foi evidenciado um baixo rendimento médio para o @k casca (0,2%), quando
comparado ao OE de folhas (2,0%) (KOKET&tAI, 1997).

A caracterizacdo quimica do OEHc identificou 23ifites constituintes,
todos da classe dos sesquiterpenos, sendo o germder(17,61%), o (Zp-cariofileno
(17,56%) e o Oxido de cariofileno (14,65%) os cibmisites majoritarios.

O odor caracteristico amadeirado do OEHc pode sédummlo a seus
constituintes majoritarios. O cariofileno é um ddogite presente em outras espécies e
apresenta odor caracteristico amadeirado e pidargacontrado na natureza como uma
mistura de isdmeros (o isocariofileno, alfa-cak&fo (humuleno) e beta cariofileno),
sendo descrito na literatura suas atividades espd®a, anestésica, antinflamatoria,
citoprotetor gastrico e anticarcinogénica (CARD al, 1986; ZHENG, KENNEY;
LAM, 1992; MARTIN et al, 1993; TAMBEet al, 1996; GHELARDINIet al, 2001;
GRAMOSA, 2001).

O sesquiterpeno germacreno D, outro constituinjenitaio do OEHc esta
presente em diversas espécies vegetais e funcmma sinalizador fundamental no

relacionamento de plantas e insetos, além de posgiiidade antimicrobiana
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(BIAVATTI et al, 2001; DEUSCHLE, 2003; PETRAKI&t al, 2005; DEUSCHLEet
al., 2007). O oxido de cariofileno apresenta atividgadanticarcinogénica,
antimicrobiano para &. aureuse inibidora da germinagao e crescimentoLdetuca
sativg entre outra§ULUBELEN et al, 2000; SOUSA; CITO; LOPES, 2006; DIAS;
MIGUEL; MIGUEL, 2009).

Aguiar et al. (2010) isolaram do 6leo essencial extraido dosodralaH.
courbaril, somente compostos sesquiterpendides, sugerindd @l compostos
monoterpénicos podem ser volatilizados durante adanmecimento dos frutos. Khoo,
Oehlschlager e Ourisson (1973) isolaram hidrocaetosn sesquiterpénicos da resina
presente nas frutos dil. courbaril L. Na resina bruta foram identificados o
ciclosativeno, cariofilenog-himachaleno, selina-4(14),7(ll)-dieno como compuaes
majoritarios ef-bourboneno, calareno, selina-4(14),7-dieno, hunoylécadineno,a-
calacoreno @-muuroleno como componentes minoritarios.

Na resina da folha d&l. courbaril variacdostilbocarpa (Hayne) Lee e
Langenheim encontrada no México e no Brasil foragoetrados sesquiterpenos como
(0,4-1,4%) a-cubebeno, (2,8-6,8%y-copaeno, (1,5-7,5%) cipereno, (2,6-8,2%)
copaeno, (15,8-68,1%) cariofileno, (4,0-12,08éhumuleno, (1,9-3,7%y-muuroleno,
(8,4-17,2%)- e -selineno, tragcos decadineno, (2,1-3,4%)-cadineno e (0,1-30,7%)
oxido de cariofileno (MARTIN; LANGENHEIM; ZAVARIN, 1972; MARTIN;
LANGENHEIM; ZAVARIN, 1974; ARRHENIUS; LANGENHEIM, B83).

A atividade antimicrobiana de compostos terpéniedsja ndo possui um
mecanismo de acdo totalmente elucidado, mas pastee associado ao seu carater
lipofilico, determinando seu acumulo nas membraniasobianas e consequente perda
de energia pelas células (CONNER, 1993; SIKKEMA; BENT; POOLMAN, 1995).

O teste de disco-difusdo pode ser utilizado comansaio de triagem para
o potencial antimicrobiano de OE. A partir dos heglos iniciais obtidos € que sera
executada uma sequéncia de ensaios microbiolégjuespermitem a obtencdo de
maiores informac¢des (HSIEH; MAU; HUANG, 2001; LIMAYUNES; CALIXTO,
2001; GAYOSCet al, 2004).

Na avaliacdo do potencial antimicrobiano pelo testedisco-difusdo, o
OEHc foi capaz de inibir, com a formacdo de halo imieicdo de crescimento
microbiano, as duas cepas $leaureussensiveis a oxacilina (cepas OSSA) testafas (
aureusATCC 6538P €. aureusATCC 14458), mas ndo apresentou qualquer inibicéo

sobre o crescimento das cepas ORSA (oxacilinateeses), das cepas Gram negativo e
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da cepa de levedura testadas. A discreta difergmgsentada para a sensibilidade das
cepas OSSA pode estar relacionada as suas catcasrgenéticas.

Fernandes, Santos e Pimenta (2007) avaliaramidates antimicrobiana da
seiva liofilizada e de extratos hidroalcoodlico ei@gp daH. courbaril sobre cepas de
referéncia e cepas isoladas da saliva de criaagas)stataram uma inibicdo de 36,6 %,
63,3% e 25% das cepas Gram-positivo testadsgectivamente

Da mesma forma, Gongalves, Alves Filho e Menez831(R avaliaram o
extrato hidroalcodlico da casca do tronco Hlacourbaril e evidenciaram atividade
inibitéria apenas para a cepacherichia colienteropatogénica. Em contrapartida, uma
analise de extratos brutos etandlicos da casca golg@a farinAcea d&l. courbaril
conduzida por Martinst al.(2010), mostrou que o extrato da polpa farinApeasenta
atividade antibacteriana principalmente sobre bastéGram-positivo. Entretanto, o
extrato da casca nao foi capaz de inibir o crestimele nenhum dos patdégenos
testados.

A maioria dos estudos que investigam a acdo dass @ssenciais sobre
bactérias demonstra que 0s Oleos essenciais s&o atimads sobre as cepas Gram-
positivo do que sobre as Gram-negativo. A menosibgidade das espécies Gram-
negativo pode ser atribuida a presenca da memilesdaena, restringido a entrada de
compostos hidrofébicos (BURT, 2004).

A técnica de difusdo em meio solido sdo descritasa pavaliar a
sensibilidade bacteriana a antimicrobianos, levardaonta que o tamanho da zona de
inibicdo é determinado pela sensibilidade microbias solubilidade e estrutura
molecular do antimicrobiano. E uma técnica quéaligatenquanto que as técnicas para a
determinacao da concentracao inibitdria minima (C3&b quantitativas, possibilitando
conhecer qual a menor concentracdo necessariairpairao crescimento bacteriano
(MARTINS et al, 2010).

Os dados obtidos para a CIM e CLM do OEHc apreszmmta mesmo perfil
de inibicdo observado na avaliacdo do potenciamiérbbiano, utilizando a técnica de
difusdo em agar, onde houve apenas a inibicds. @eireusATCC 6538P €5. aureus
ATCC 14458. Os valores de CIM do OEHc foram de@@mL para ambas as cepas.
Em relagdo a CLM, o OEHc foi capaz de inviabiliZalmureusATCC 6538P na mesma
concentracdo encontrada para a CIM (2,5 mg/m5) aureusATCC 14458 em uma

concentracdo igual a 2X CIM (5 mg/mWylao foram constatadas diferencas entre os
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valores de CIM obtidos visualmente (auséncia deat##io), com aqueles obtidos por
medida de absorbéancia a 620 nm.

Os valores de CIM da Oxacilina (OXA) foram deteradaos no presente
estudo, pelo método de microdiluicio em caldo deuray para as cepas OSSS,
aureusATCC 6538P (0,39 pg/mL) 8. aureusATCC 14458 (3,125 pg/mL). De acordo
com oClinical and Laboratory Standards InstituiteClsi (2003b) valores de CIM 4,0
ug/mL séo caracteristicos de cepas ORSA, o quearglie as cepds. aureusATCC
6538P €S. aureusATCC 14458 se tratam de cepas OSSA. Os valor€dMeala OXA
foram determinados para posterior uso em estudes@amoduladora do OEHc sobre
a atividade de antibidticos de uso clinico.

O conhecimento da cinética de crescimento micrabiamece informacdes
importantes para a realizacdo de experimentos maitmicos e de determinacdo do
mecanismo de acédo, pois avaliam a taxa de creswinbacteriano e estabelecem os
tempos de incubacdo necessarios para cada endaid®\(2010).

Culturas deS. aureusativadasovernightatingem as fases de crescimento
exponencial e estacionario apos 2 horas e 12 beragubacao, respectivamente.

A atividade bactericida de produtos naturais tamipéaiem ser avaliada
atraves da realizacdo de ensaiositro de tempo de morte. Este método, diferente dos
ensaios de CIM e CLM, permite a determinacdo da&ticaa de morte microbiana
(AIYEGORO; AFOLAYAN; OKOH, 2009).

A CIM (=CLM) do OEHCc foi capaz de inviabilizar apgS. aureusATCC
6538P apos 8 horas de contato, sendo que nas dinasr@s horas, reduziu em 31,91%
o crescimento celular. A CLM do OEHc paré&oaureusATCC 14458 foi capaz de
reduzir 20,56% do crescimento microbiano nas duamepas horas de exposicao,
eliminando as células viaveis ap6s 24 horas. QuamloCIM, o OEHc manteve o
crescimento d&. aureusATCC 14458 inferior ao da cultura controle nadada, por
48h, inibiu em 11,61% o crescimento nas duas prankoras de contato, manteve
estavel por 6 horas e em seguida permitiu um awn@ogressivo, de até 55,17%, em
relacéo ao inoculo inicial, ao final do periodoed@osicao

Os resultados do estudo de cinética de morte lmtéenpresentados por
Leite (2007) demonstram que a exposi¢do por lomgesvalos de tempos aos Oleos

essenciais promove uma acentuada taxa da mortebanog.
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Para o estudo do efeito do OEHc nas diferentess fdge crescimento
(exponencial e estacionarios) das cepas OSSA &ssfacam utilizadas concentracdes
iguais a 1X e 2X a CIM do OEHc.

Células microbianas em fase logaritmica sdo maisiweis a fatores de
estresse que aquelas em fase estacionaria (PHILOBSGAN, 2002; KHEADRet
al., 2004; SONG; HU; ZHOU, 2010). Em nosso estudo,staiamos que as cepas
OSSA testadas sdo mais sensiveis a concentragbiegrias (CIM) e letais (CLM) de
OEHCc no inicio da fase de crescimento exponenemlmetabolismo ativo, e que essa
suscetibilidade € dependente da concentracdo. dlossultados sugerem que a
atividade antimicrobiana do OEHc pode ser deterdanmor mais de um mecanismo de
acdo, ja que cepas em fase de crescimento estaciotmbém apresentam
suscetibilidade a esse OE.

Células bacterianas na presenca de CLO tem sexinoeggo inibido devido
a parada da sintese protéica. Nossos estudos magptea as cepas OSSA testadas sao
mais sensiveis ao OEHc quando na presenca de Chbffin@ando os resultados
encontrados para a acdo do OEHc nas diferentes di@serescimento (exponencial e
estacionaria), de que a acao antimicrobiana do Qiflde estar associada a mais de um
mecanismo de ag¢do. Essa maior suscetibilidade dtc@B presenca do CLO, também
pode estar relacionada com a maior e mais rapigladendo CLO na célula bacteriana
devido a acdo do OEHc sobre os envoltérios celsila@nstatada pela maior captacao
de cristal violeta, perda de material citoplasntati@lteracdo da morfologia bacteriana.

Burt (2004) sugere que o mecanismo de acdo dos @esenciais sobre
bactérias Gram-positivo ocorre pela destruicdo deede celular e da membrana
citoplasmatica dos microrganismos, resultando rmerdcdo e coagulacdo dos
compostos do citoplasma. Em estudo com o acidoaadiao, foi evidenciada sua
atividade bactericida sobre cepasSdeureusneticilina resistentes em qualquer estagio
de crescimento, mesmo quando a divisdo celularirftarrompida pela agao do
cloranfenicol (MUROI; KUBO, 1996).

Os Oleos essenciais podem modular a atividade timiarmbianos, seja
através de um efeito antagbnico ou sinérgico. Assimso concomitante de produtos
vegetais e medicamentos convencionais (antibigticoerece um olhar cuidadoso
(ROCHA, 2012).

O OEHc foi capaz de modular a atividade antimiaohi de diferentes

antibioticos de uso clinico através de acao sinargiu antagonica, e em algumas
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situacBes nao interferiu na acdo dos antimicrolsigAd M) isoladamente. Para a cepa
S. aureusATCC 6538P foram constatados: 21,44% de sinergigxv, NET e CLA),
57,14 % de indiferenca (OXA, GEN, CRX, CLO, P/T, ERIP e VAN), e 21,42 % de
antagonismo (CFO, MEM e CLI). Para a cefa aureusATCC 14458 foram
constatados: 57,14 % de sinergismo (OXA, AMI, CRX{,O, NET, MEM, CLA e
VAN), 35,72% de indiferenca (GEN, P/T, ERT, CIP ElLe 7,14% de antagonismo
(CFO). As associagbes com AMI, NET e CLA foram ag@s com efeito sinérgico
para ambas as cepa testadas. A GEN, P/T e o ERmdgem associacbes com OEHCc,
nao tiveram sua acdo alterada e a associacdo OEBc{fGi a unica com acéo
antagonica.

Van Vuuren, Suliman e Viljoen (2009) estudaram auhac&o de diferentes
concentracdes de Oleos comerciais Melaleuca alternifélia (Tea tree), Thymus
vulgaris (tomilho), Mentha piperita(horteld pimenta) Rosmarinus officinaligalecrim)
associadas com ciprofloxacina sobre linhagenS.daireus Krebsiella pneumonigee
com anfotericina B sobre linhagens @andida albicans Os resultados encontrados
mostraram um perfil de modulacdo predominantemantagdnico pard. officinalis
sobreS. aureuse C. albicanse sinérgico sobr&. pneumoniaePara as associacoes
contendoM. alternifolia verificou-se uma frequéncia maior para antagonisno
relacdo ao sinergismo. Aquelas contefidawulgarisforam antagdnicas sobre todas as
cepas testadas enquanto as que apresendyvaiperitaexerceram sinergismo solfe
aureus antagonismo sobreC. albicans e sinergismo e antaganismo solfe
pneumoniagdependente da concentracdo utilizada.

Zagoet al. (2009) avaliando a modulacédo de 6leos essencagtividade
de ATM sobre linhagens d& aureus E. coliisoladas de espécimes clinicos humanos,
verificaram ques. aureudoi mais suscetivel as associacoes OE-ATM e quiens de
capim cidreira e horteld exercem efeito sinérgiacagao de oito e sete ATM testados,
respectivamente. Considerando os aspectos de milada da parede celular das
espécies do grupo Gram positivo e sua maior séidsitbe aos Oleos essenciais, Silva
(2010) considera que essa maior susceptibilidadese a falta de uma barreira externa
como no caso das cepas Gram negativo.

Associacdes de Oleos essenciais e de seus compsstados (eugenol,
timol, cavacrol, entre outros) e com antimicrobmncomo o CLO, mostraram
resultados promissores sobre bactérias Gram-pmséivGram-negativo sensiveis e

resistentes a antibidticos em varios estudos ddiagia de atividade sinérgica
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(GALLUCCI et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2006; HEMAISWARYA E DOBLE,
2009; ZAGOet al, 2009; PALANIAPPAN E HOLLEY, 2010; DUARTEt al, 2012;
RIBEIRO et al, 2012; RIBEIRO, VELOZO E GUIMARAES, 2013).

O ensaio decheckerboardpor microdiluicdo em microplaca pode ser
utilizado para testar a atividade antimicrobianasigociacdes de diferentes substancias
sobre um agente microbiano, que pode ser menspeddacalculo das concentracdes
inibitorias fracionais das associagfes testadasH@R et al, 2005). No presente
estudo também foi determinado a ocorréncia de magéalda atividade da OXA pela
acdo do OEHc. Para isso, foram construidos graticospo isobolograma, utilizando
os valores de CIF (Concentragdo Inibitoria Fradi@a)a calculado os valores de ICIF
(indice da Concentracg&o Inibitoria Fracionada)aksciacoes.

Para o efeito modulador do OEHc nas associacfes @2, foram
constatadas acdes sinérgicas (40,63%), indifer¢b@8%) e antagdnicas (9,73%) sobre
as cepas OSSA testadas. Os valores de ICIF fordoulados para as associacdes
capazes de inibir o crescimento visual das cep&AQ®s pocos das microplacas. Os
valores de ICIF variaram de 0,122 a 0,75, indicamdoorréncia de uma reducao de até
16 vezes nas CIM de OEHc e OXA para as cep& dareudestadas.

Podemos também constatar nos isobologramas que A& ©X OEHCc
interagem de forma sinérgica ou indiferente, depedd da concentragdo utilizada para
ambas as substancias. As associacdes nas quais imteracdo indiferente podem ser
vistas como pontos entre as duas linhas tracej@tas(0,5; 0,5) e CIF (1; 1), as
situagcOes de sinergismo sao visualizadas como patiaixo da linha tracejada CIF
(0,5; 0,5) e no efeito antagbnico os pontos enaomBe situados acima da linha
tracejada CIF (1; 1).

O S. aureusATCC 6538P apresentou dois pontos na zona deenadifa e
dois pontos na zona de sinergismoSQOaureusATCC 14458 apresentou uma melhor
resposta a associacdo do OEHc-OXA, apresentandefeito sinérgico predominante,
com a presenca de trés pontos na zona de sinergismo

Bonapace et al. (2002) analisaram os efeitos das combinacbes de
antibioticos sobre dez cepas d&cinetobacter baumanniipelos métodos de
checkerboardcurva efeito do tempo de exposicao e E-testeentraram que uma taxa
de concordancia entre resultados de 63%. Nawgl. (2011) em seu estudo, obtiveram
ICIF de 0,418 para associa¢des de um flavonoidestitointe daScutellariaspp., com

oxitetraciclina e tetracilcina, sob& aureus
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O ensaio do tempo de morte pode ser realizadoigraméficar combinagdes
sinérgicas entre substancias sobre um isoladortzatee para confirmar os resultados
obtidos no teste doheckerboardA taxa de mortalidade € determinada pela contagem
de células viaveis (UFC/mL) em relacdo ao tempasmergismo é definido como uma
diminuicdo > 2logy UFC/mL determinada pela associacdo (JAYARAMAN al,
2010).

Na avaliagdo da influéncia do tempo de exposicddE&ic-OXA foram
testadas aquelas com as menores concentracfeesaamibir o crescimento visual
das cepas nos pocos das microplacas, mesmo gseapstgentassem efeito sinérgico
ou indiferente. Par&. aureusATCC 6538P foram utilizadas as associa¢des: 0,156
mg/mL de OEHc + 0,19g/mL de OXA), 0,625 mg/mL de OEHc + 0,09@/mL de
OXA e 0,312 mg/mL de OEHc + 0,099/mL de OXA. Para a cefa. aureusATCC
14458 foram testadas as associa¢fes: 0,156 mg/n@dEte + 0,19ug/mL de OXA,
0,312 mg/mL de OEHc + 0,183/mL de OXA e 0,156 mg/mL de OEHc + 0,i§/mL
de OXA.

Foi observado que todas as associacdes OEHc-OXanfoapazes de inibir
significativamente o crescimento microbiano dasasejeS. aureusquando comparado
a inibicdo determinada pelo OEHc e pela OXA isotadmwnfirmando os resultados
obtidos pelo método deheckerboardParaS. aureusATCC 6538P, a associacao que
apresentou melhor atividade foi 0,156 mg/mL de OEHL19ug/mL de OXA, sendo
esta capaz de inviabilizar seu crescimento em 8shoe exposicédo. A cefa aureus
ATCC 14458 foi inviabilizada pela acdo de todaassociagcdes em no maximo 6 horas
de contato.

Betoni et al. (2006) relatam a ocorréncia de sinergismo entoeElyios
naturais e antimicrobianos, verificando a preseti¢asinergismo entre extratos de
plantas e antibiéticos que tem como mecanismo @® a&cinibicdo da sintese de
protéica.

As substancias presentes nos 6leos essenciaieiaamds capacidade de
aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmaticrobiana. Além disso,
existem mecanismos de interacdo sinérgica entos @esenciais e antimicrobianos que
inibem o] metabolismo microbiano (LAMBERT et al, 2001;
SANTIESTEBAN-LOPEZ; PALOU; LOPEZMALO, 2007).

O OEHCc foi capaz de promover um aumento na captdgawistal violeta
em 44,17 e 41,39% para as cefasaureusATCC 6538P &5. aureusATCC 14458,
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respectivamente, indicando a ocorréncia de danosnmoltério celular microbiano.
Essa alteracdo na permeabilidade esta relaciomadaaccapacidade de interacdo dos
componentes de 6leos essenciais com a membraptasittatica, podendo os mesmos
se dissolverem na bicamada lipidica, alinhandorsiee eas cadeias de acidos graxos,
desestabilizando assim a membrana e aumentandloisiea, resultando no incremento
danoso de sua permeabilidade passiva (ULT&Eal, 2000; ULTEE; BENNIK;
MOEZELAAR, 2002)

O aumento da liberacdo de acidos nucléicos apogiesigdo das cepas
OSSA ao OEHc confirma a ocorréncia de danos nosltnw celular, constatada pelo
aumento da captacao do cristal violeta. A exposigiocepaS. aureusATCC 6538P e
S. aureusATCC 14458 a CIM de OEHc determinou aumento d&%7e 50% no
extravasamento celular, respectivamente. O aunmentxtravasamento celular quando
a cepaS. aureuATCC 14458 foi exposta a CLM de OEHCc foi de 194%.

A acado de dleos essenciais sobre bactérias Graitivpas fungos parece
ocorrer através do mecanismo de destruicdo da @acetular e da membrana
citoplasmatica resultando na liberacdo dos compeseritoplasmaticos (COXt al,
2000).

No ensaio do efluxo de ions potassio, as cep& dareusATCC 6538P e
S. aureusATCC 14458, apresentaram aumentos significativadiberacdo dos ions a
partir dos primeiros 30 minutos de exposicdo ao ©HEbBk valores de liberacdo de
potassio se mantiveram acima dos verificados payeupo controle durante todos os
intervalos de tempo do experimento. O aumento tlx@fdos ions potassio sugere a
ocorréncia de danos no envoltorio celular, confirdmanossos resultados, ou sobre
proteinas de membrana responsaveis pela manutéag¢é@moneostase bacteriana.

Os 6leos essenciais, devido a seu carater lipofiken preferéncia por
estruturas do envoltério bacteriano, resultando ssm acumulo nas membranas e
dilatacdo, com aumento da fluidez e permeabilidddeando a perturbacdo das
proteinas incorporadas, com inibicdo da respiragadteracdo do transporte iGnico
(TROMBETTA et al, 2005).

A analise da morfologia bacteriana, por microscajgaforca atémica, de
células deS. aureusATCC 6538P tratadas com o OEHc (2,5 mg/ml) mostfanos no
envoltério celular visualizados pela presenca deosuna superficie, além de uma
variacdo significativa na altura e na rugosidads délulas quando comparado ao

controle sem tratamento, 0 que sugere a ocorréleqeerda de material citoplasmatico.
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Os efeitos prejudiciais na morfologia de membraredslares dds. aureus
ATCC 6538 também foram mostrados pordhal. (2011), quando esta cepa foi tratada
com a associagdo de concentracdes inibitérias ragdos Oleos essenciais@eimum
basilicum e Citrus bergamia sendo possivel observar danos microestruturais, q
causaram 0 aumento na permeabilidade das célulperda da integridade da
membrana.

Hafedhet al. (2010) verificaram apds 24 horas de tratamente, @dleo
essencial deMentha longifoliafoi capaz de promover danos menos importante nas
bactérias cocoides utilizadas no estublbcoccus luteus NCIMB 8166 eS. aureus
ATCC 25923) quando comparado aos bacilas ¢oli ATCC 35218 eSalmonella
typhimuriumLT2), com a presenca de rugosidades sobre a stipaxélular.

O alto potencial infeccioso dB8. aureusndo esta restrito apenas a sua
facilidade de multiplicacdo e disseminacdo nosdtesi mas também a producdo de
moléculas com grande poder patogénico, que inckrerimas e toxinas (KONEMAN
et al, 2001; BRAUNWALD et al, 2002). Com isso, as linhagens &o aureus
produzem catalase, enzima que catalisa a conveosgeroxido de hidrogénio em agua
e oxigénio, para protecdo de metabolitos bactesiaquee se acumulam durante o
metabolismo e também para a protecdo durante aifage (BLAIOTTAet al, 2010).

Na deteccdo do efeito de concentracdes sub-indmtédo OEHc na
expressao de fatores de viruléncia microbian& .daureusfoi constatado que o OEHc
€ capaz de reduzir parcialmente a atividade darenzatalase pelas cepasSieaureus
testadas. O extrato hidroalcodlico Hgmenaea stigonocarp®MART. EX. HAYNE
utilizado em concentragdes de 1/2X e 1/4X da cdanaedo inibitéria minima, néo foi
capaz de bloquear totalmente a atividade da catdtasbora tenha sido observada uma
reducao na sua intensidade (LINHARES; XIMENES, 3011

Entre as enzimas e toxinas extracelulares prodsizuddas cepas d8.
aureus a coagulase é a mais conhecida. Sua acado tnawasfar protrombina em
trombina que, por sua vez, ativa a formacdo dan@ibra partir do fibrinogénio,
coagulando o plasma (Martins, 1999). Sabe-se queagulo produzido resulta no
acumulo de fibrina ao redor da célula bacteriasmlando a area infectada e
dificultando a agao dos mecanismos de defesa (TAKAkt al, 1997).

Concentragbes sub-inibitorias do OEHc na expreskficoagulase ndo
foram capazes de inibir a expressdo da coagulase, qenhuma das concentracdes

testadas Na avaliacdo de concentracdes sub-imdsitde extratos hidroalcoodlicos de
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Hymenaea stigonocarpgdlART. EX. HAYNE sobre fatores de viruléncia &o aureus
nao foi observada a inibicdo da atividade da c@sgulquando comparada as culturas
nao expostas aos extratos, 0 que esta em conc@dam os resultados encontrados
em nosso estudo (LINHARES; XIMENES, 2011).

A beta-hemolisina (esfingomielinase c) € secretamlameios de cultura
como uma exotoxina de peso molecular de 35,000esamta alta atividade hemolitica
em eritrocitos de carneiro (DINGES; ORWIN; SCHLIENE, 2000). Em nosso estudo,
concentracdes sub-inibitérias do OEHc determinatama reducdo significativa na
atividade da hemolisina d8. aureusATCC 6538P, entretanto este efeito n&o foi
observado para a cefaaureuATCC 14458.

Linhares e Ximenes (2011) constataram uma redugétividade da beta-
hemolisina em 50% das cepas Sleaureudestadas quando expostas a % da CIM do
extrato hidroalcodlicala Hymenaea stigonocarp®IART. EX. HAYNE. Contudo, na
mesma concentracao foi constatado um aumento degsiade em 50% das cepas.

A reducdo na atividade da enzima lipase se mosinaortante pela
capacidade da estar relacionada a processos wgescmais profundos, facilitando a
disseminacdo microbiana no hospedeiro (STEktRal, 2003). Concentracbes sub-
inibitérias do OEHc foram capazes de inibir a expé® da lipase p&. aureusATCC
6538P mas nao poB. aureusATCC 14458.

Linhares e Ximenes (2011) constataram uma redugéiididade da lipase
estafilococica em 80% das cepasSleaureusexpostas a concentracdes sub-inibitorias
do extrato hidroalcoolicdaHymenaea stigonocarddART. EX. HAYNE.

A deteccdo da expressdo de desoxirribonucleas@a4®N exoproteina
que catalisa a hidrélise de ligacGes fosfodiésteestrutura do DNA e € tdo importante
quanto a coagulase para a patogénese do estafijoe@mportante na diferenciacéo de
cepas patogénicas das ndo patogénicas, (GUNDO CITAK; TURAN, 2006). Em
relacdo a deteccdo do efeito de concentracesnthitipiias do OEHc na expresséo da
atividade da enzima DNAse no presente estudo, ocOi&te foi capaz de inibir sua
expressao pelas cepas OSSA, em nenhuma das cagdestde testadas.

O pH é um dos fatores mais importantes relativavadade de compostos
com atividade antimicrobiana (JAY; LOESSNER; GOLDEXNO00). Burt (2004), ao
investigar as propriedades antibacterianas de @sssnciais, destacou o fato de que
determinadas condicdes fisicas, tais como baixdpkas temperaturas e baixos niveis

de oxigénio causavam um aumento da atividade ambiyiana.
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No ensaio de estabilidade em diferentes pH, o OHelmonstrou uma
melhor atividade antimicrobiana em faixas de pH smaicalinos, sendo obtidas
concentragdes inibitérias minimas menores p&raaureusATCC 6538P (CIM:
1,25mg/mL) na faixa de pH de 7,5 a 9,0 e p8raaureusATCC 14458 (CIM:
1,25mg/mL) na faixa de pH de 8,0 a 9,0.

Santiestebaih6pez, Palou e Lopelrlalo (2007) demonstraram que baixas
faixas de pH melhoravam a acéo do timol, carvaereugenol sobre a cefa aureus
ATCC 29213, quando associados a sorbato de patassiificando assim um
resultando diferente do observado para o presstidae

Wen et al. (2003) ao avaliarem a atividade anti-Listeria diel@ds fenolicos
em valores de pH entre 4,5 e 6,5, observaram ordonda atividade antimicrobiana no
maior pH ajustado.

Entretanto, deve-se considerar que na avaliac@bi\ddade antimicrobiana
de substancias puras, h4 um menor nimero de metds quando comparada a
avaliagdo da atividade de amostras complexas, caneaso 0s 0leos essenciais ou 0s
extratos brutos de espécies vegetais. Com istogntecimento das caracteristicas
fisico-quimicas, como solubilidade, carga id6nicamassa molecular, possibilita
evidenciar possiveis interferéncias que possam csersadas por constituintes
desconhecidos presentes nas amostras (GREENWOQOD), 20

Os resultados do presente trabalho reportam o lmd@mgial antimicrobiano
do OEHc, assim como demonstram um elevado efeitolulador da atividade
antimicrobiana, com inibicdo parcial de fatores/oleléncia e com mecanismo de acao
voltado para o envoltério microbiano de cepasSdgphylococcus aureusxacilina

sensiveis.
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CONCLUSAO

 CUNCLUSAU

O OEHc apresentou uma boa atividade antimicrobisolare cepasS.
aureussensiveis a oxacilina (OSSA).

O OEHc é capaz de modular positivamente a atividedantibiéticos de
uso clinico sobre cepas OSSA, com boa taxa degsnaw, conseguindo reduzir
significativamente a CIM da OXA e o tempo necesspara inviabilizar a crescimento
celular.

O mecanismo de acdo do OEHc sobre cepas OSSA ssté@ialo a
alteracbes no envoltorio celular, e possivelmerde,inibicdo da sintese de
macromoléculas.

Os resultados deste trabalho sugerem que o OEHma& promissora
alternativa terapéutica para o desenvolvimento demdcos com atividade

antimicrobiana.
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Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 32/13 Fortaleza, 03 de junho de 2013

Prezado Pesquisador,

A Legislagéo Brasileira define Pesquisa com Seres Humanos como “Pesquisa
que, individualmente, envolva o ser hurhano, de forma direta ou indireta, em sua
totalidade ou parte dele, incluindo o manejo de informagdes ou materiais” conforme
resolugdo 196/96 CNS-MS.

Como se depreende da leitura do resumo apresentado, ndo existe necessidade
de aprebiagéo ética do Projeto intitulado “Avaliagdo da atividade antimicrobiana e do
mecanismo de agéo dé oleo essencial exiraido de casca dos frutos de Hymenaea
courbaril L." do Pesquisador Gleilton Weyne Passo Sales, por parte deste Comité de

Etica em pesquisa.

Atenciosamente,

Dr. Fernando A Froto Bezere
" Coordenador do Gum3
de Efica sm Pesquisa
CUVEFEFC

Prof. Dr Fernando Ant niq Frota Bezerra
Coordenador do Comitg’de Etica em Pesquisa
da universidade Federal do Ceara- UFC



