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RESUMO

Staphylococcus aureus possui elevada relevancia clinica por sua capacidade de
desenvolver mecanismos de resisténcia, assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas formas de controle desse micro-organismo. Portanto, por
serem fontes de produtos naturais, os 0leos essenciais (OEsS) sdo promissores na
busca por novos compostos bioativos que podem ser empregados na saude. O
objetivo deste trabalho foi analisar a composicédo quimica e atividade antibacteriana
do 6leo essencial de Croton tetradenius Baill. (OECT) e Croton pulegiodorus Baill.
(OECP) contra isolados de S. aureus e o efeito sinérgico com antibidticos
convencionais. Para tanto, o OECT e OECP foram extraidos por hidrodestilacéo,
sendo a andlise quantitativa realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e a andlise qualitativa por cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC). Foram utilizadas duas cepas
padrées (ATCC 700698 e 6538) e quatro isolados clinicos (0A, 4B, 8B e 9B). O perfil
de resisténcia das cepas foi determinado pelo sistema VITEK®2, sendo que a ATCC
700698 e o isolado clinico OA apresentaram maior perfil de resisténcia. A atividade
antibacteriana dos 6leos foi analisada por disco-difusdo, microtitulacéo e pelo ensaio
de curva de crescimento. O efeito sinérgico dos OEs com os antibiéticos (oxacilina,
ampicilina e benzilpenicilina) foi avaliado através do teste de checkerboard. A
andlise estatistica foi determinada pela area sob a curva (ASC) do ensaio de curva
de crescimento, utilizando teste ANOVA. OECT e OECP apresentaram rendimento
0,47 e 0,37% pl/p, respectivamente. Para a espécie C. tetradenius Baill. o
componente volatil mais prevalente foi o p-cimeno (28,35%), seguido da canfora
(18,29%) e o a-felandrene (8,98%). Ja para a espécie C. pulegiodorus foi o trans-
acetato de crisantenila (27,05%), a-terpineno (19,21%) e o-cimeno (12,27%). O
ensaio de disco-difusdo mostrou que as bactérias sdo sensiveis aos agentes
testados. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) na presenca do OECT foi de 4.000
pug/mL, enquanto para o OECP foi de 8.000 pg/mL, exceto para isolado clinico 4B. A
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para as cepas tratadas com OECT foi de
8.000 pg/mL, com excecéao dos isolados 8B e 0A (4.000 pg/mL). Para o OECP todas
as cepas apresentaram concentracdo acima de 8.000 ug/mL. A analise da curva de
crescimento revelou a capacidade do OECT e OECP causar atraso na fase lag e
reduzir a fase log (p<0,001). Os OEs apresentaram sinergismo entre si € com 0sS
antibiéticos testados, principalmente quando combinado com OXA. Portanto, tanto
C. tetradenius Baill. quanto C. pulegiodorus Baill. apresentaram ag¢ao antibacteriana
contra cepas de S. aureus, mostrando-se promissoras alternativas naturais na
terapia clinica, inclusive combinados com antibioticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resisténcia. Croton. Oleo essencial.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus has high clinical relevance because of its ability to develop
resistance mechanisms, so it is necessary to develop new ways of controlling this
microorganism. Therefore, because they are sources of natural products, essential
oils (OEs) are promising in the search for new bioactive compounds that can be used
in health. The objective of this work was to analyze the chemical composition and
antibacterial activity of Croton tetradenius Baill essential oil. (OECT) and Croton
pulegiodorus Baill. (OECP) against S. aureus isolates and the synergistic effect with
conventional antibiotics. For this, the OECT and OECP were extracted by
hydrodistillation, being the quantitative analysis performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC / MS) and the qualitative analysis by gas
chromatography with flame ionization detector (CG-DIC). Two standard strains
(ATCC 700698 and 6538) and four clinical isolates (OA, 4B, 8B and 9B) were used.
The strains resistance profile was determined by the VITEK®2 system. The
antibacterial activity of the oils was analyzed by disc diffusion, microtiter and growth
curve assay. The synergistic effect of SOs with antibiotics (oxacillin, ampicillin and
benzylpenicillin) was assessed by the checkerboard test. Statistical analysis was
determined by the area under the curve (AUC) of the growth curve assay using
ANOVA test. OECT and OECP yielded 0.47 and 0.37% w / w, respectively. For the
species C. tetradenius Baill. The most prevalent volatile component was p-cymene
(28.35%), followed by camphor (18.29%) and a-felandrene (8.98%). For the species
C. pulegiodorus was the trans-chrysanthenyl acetate (27.05%), a-terpinene (19.21%)
and o-cimene (12.27%). Among the strains tested, ATCC 700698 and clinical isolate
OA presented higher resistance profile. Disc diffusion assay showed that bacteria are
sensitive to the agents tested. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in the
presence of the OECT was 4,000 pg / mL, while for the OECP it was 8,000 ug / mL,
except for clinical isolate 4B. The Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for
OECT-treated strains was 8,000 ug / mL, except for isolates 8B and OA (4,000 pg /
mL). For OECP all strains presented concentration above 8,000 pg / mL. Growth
curve analysis revealed the ability of OECT and OECP to delay lag and reduce log
phase (p <0.001). The SOs showed synergism with each other and with the
antibiotics tested, with emphasis on OXA combinations. Therefore, both C.
tetradenius Baill. for C. pulegiodorus Baill. showed antibacterial action against S.
aureus strains, showing promise as a natural alternative in clinical therapy, even
combined with antibiotics.

Keywords: Staphylococcus aureus. Resistance. Croton. Essential oil.
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1 INTRODUGAO

Desde sua descoberta, os antibiéticos vém sendo amplamente utilizados
como arsenal terapéutico contra infeccbes bacterianas. No entanto, seu uso
indiscriminado levou ao rapido surgimento de cepas cada vez mais resistentes (KIM
et al., 2018; FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Estudos atuais indicam que lista de
bactérias resistentes aos antibidticos inclui Staphylococcus aureus resistentes a
meticiina e a vancomicina (LEE et al., 2018), Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii multirresistentes, entre outros (KIM et al., 2018; ROCHA et
al., 2019).

Essa resisténcia se caracteriza por mecanismos nos quais as bactérias
diminuem ou neutralizam a acdo dos agentes antibacterianos, podendo ser de forma
natural ou adquirida (KOHL; PONTAROLO; PEDRASSANI, 2016). Em se tratando
de saude publica, a resisténcia bacteriana representa um risco a qualidade de vida
humana conquistada ao longo dos anos com o avango no desenvolvimento de
medicamentos e da medicina, além de intensificar outro problema de saude publica
de grande relevancia atualmente que sao as infec¢cdes hospitalares (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017).

Dessa forma, Staphylococcus aureus se apresenta como um dos principais
causadores de infeccdes em ambientes hospitalares e de assisténcia a saude
(COREY et al., 2015). Sua transmissao ocorre, principalmente, por contato direto
(quase sempre pelas méos) ou indireto (por meio de superficies contaminadas)
(DAVIS et al., 2012), além disso, este patdgeno esta bem adaptado ao hospedeiro
humano e a ambientes de cuidados de saude (TAHERIKALANI et al., 2016). Sendo
assim, este micro-organismo € tanto um comensal frequente como uma das
principais causas de endocardite, osteomielite, bacteremia entre outras infeccbes
(MAHMOUDI et al., 2015). Uma caracteristica importante do S. aureus é a
capacidade de aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos antibioticos, tornando
assim indispensavel a busca por novas substancias que anulem essa importante
caracteristica apresentada por micro-organismos (HARBARTH et al., 2015).

Oleos essenciais vegetais podem ser uma excelente alternativa ao combate a
micro-organismos, pois séo fonte de extensa diversidade molecular com diferentes
mecanismos antimicrobianos. Assim sendo, a procura por propriedades

antimicrobianas em 0leos essenciais de plantas tem se intensificado (YAP et al.,
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2014). Oleos essenciais vem se mostrando muito promissores individualmente e em
combinacdo com antibidticos clinicos na eliminacdo de bactérias resistentes a
multiplos farmacos, tornando-se alvos de importantes estudos voltados para
melhorar a qualidade e expectativa de vida da populacao (MELO et al., 2019).

O género Croton constitui cerca de 700 espécies, seus 6leos essenciais sao
ricos em monoterpenos e possui propriedades antifungicas, antibacterianas e
antibiofilme comprovadas (MEDEIROS et al., 2017; NADER et al., 2018; MIRANDA
et al., 2019; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2019). Duas espécies se destacam por
serem endémicas da regido Nordeste do Brasil, assim Croton tetradenius e C.
pulegiodorus podem ser encontrados na Caatinga nos estados do Ceara, Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Bahia e Sergipe (CARNEIRO-
TORRES, 2009).

Considerando as potencialidades antimicrobianas dos 6leos essenciais do
género Croton, resolveu-se realizar a caracterizacdo quimica, avaliacdo da atividade
antibacteriana e efeito sinérgico com antibiéticos dos o6leos de folhas de C.
tetradenius e C. pulegiodorus sobre isolados clinicos de S. aureus. Dessa forma,
buscou-se contribuir para ampliar o conhecimento das atividades farmacologicas do
género Croton e para o desenvolvimento de novos farmacos eficazes contra

infeccdes bacterianas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resisténcia bacteriana

Algumas bactérias desenvolveram mecanismos que as tornaram resistentes a
muitos antimicrobianos utilizados na terapéutica clinica, sendo eles: 1) alteracdo do
sitio alvo que surgem apos mutacbes nos genes que codifica a conformacao de
receptores, tornando-se resistente ao antibiético por substituir o alvo original, mas
preservando sua funcdo celular; 2) alteracdo da permeabilidade da membrana
externa em bactérias em Gram-negativas que ocorre com restricdo de entrada das
moléculas hidrofilicas, podendo haver a perda de porinas funcionais com a finalidade
de resisténcia; 3) bombas de efluxo que € um mecanismo utilizado pelas bactérias
para expulsar da célula substancias tdxicas, inclusive multiplos antibiéticos; e, 4)
inativacdo enziméatica que é a degradacdo de antibidticos através de enzimas. Um
dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana conhecidos é a
producdo de enzimas, entre elas, as betalactamases. Nestas, a inativacao
enzimatica do farmaco ocorre com a producéo de enzimas que catalisam a hidrélise
do anel B-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo, assim, que ele
apresente atividade contra as enzimas responsaveis pela sintese da parede celular
bacteriana (figura 1) (ALVES; BEHAR 2013; BAPTISTA, 2013; RUPPE; WORTHER;
BARBIER, 2015).

Outro ponto importante é a capacidade de alguns micro-organismos de formar
aglomerados celulares tridimensionais conhecidos como biofiimes. Estes
aglomerados sdo formados por células bacterianas intimamente associadas. Eles
foram descobertos inicialmente em pacientes com infec¢cdes microbianas de dificil
tratamento. Podem se formar em um ou em Varios dispositivos médicos, como
cateteres urinarios, cateteres venosos centrais, cateteres intravenosos e lentes de
contato (SALVARCI; KOROGLU; GURPINAR, 2015; MASKARINEC et al.,, 2017;
PATEL et al., 2018; YINA et al., 2018).

Os biofilmes apresentam um risco crescente de infec¢cdes que se associam
aos cuidados de saude (PERCIVAL et al., 2015; ROSENTHAL et al., 2016). Formar
biofilmes é uma estratégia utilizada pelos micro-organismos para sobreviverem sob
condicoes desfavoraveis (MORADALI et al., 2017). Assim, as bactérias possuem

uma resisténcia até mil vezes aos antibidticos do que as células planctonicas do
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mesmo organismo (OHADIAN; POURMAND; AMINHARATI, 2014; SPEZIALE et al.,

2014).
Figura 1- Mecanismos multiplos de resisténcia a antibiéticos em bactérias.
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Os principais micro-organismos multirresistentes isolados no ambiente dos
resistente a oxacilina, Pseudomonas.

servicos hospitalares sdo S. aureus
resistentes aos carbapenémicos;

aeruginosa e Acinetobacter baumannii
Enterococcus spp. resistente a vancomicina e enterobactérias produtoras de

carbapenemases e beta-lactamase de espectro ampliado (BRASIL, 2015; POTRON;
POIREL; NORDMANN, 2015; MELO et al., 2019). Estimativas do Centro de Controle
e Prevencdo de Doencas indicam que um em cada quatro infeccdes nosocomiais

séo atribuidas a uma dessas bactérias (CDC, 2016).

2.2 Infec¢gdes nosocomiais
O Ministério da Saude associa as definicdes de infeccbes hospitalares como

sendo aquelas adquiridas durante um procedimento assistencial ou durante o
periodo de internamento, que ndo estava presente ho momento da admissédo do
paciente em ambiente hospitalar (BRASIL, 1997). As infec¢cdes hospitalares

dificultam e agravam a situacao dos pacientes enfermos, podendo levar a sepse ou
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morte (CDC, 2016). As infec¢des que ocorrem, geralmente, sdo apds procedimento
cirirgico e em uso de dispositivos invasivos (cateteres), por esse motivo sdo alvos
prioritarios das medidas de prevencdo e controle das infeccbes. As principais
sindromes clinicas relatadas sao as infec¢fes da corrente sanguinea, associada ao
cateter vascular central, infeccdo de sitio cirdrgico e pneumonia associada a
ventilacdo mecéanica e infec¢do do trato urinario associada ao cateter vesical de
demora (BRASIL, 2013; MARSCHALL, 2014).

Portanto, infec¢des bacterianas adquiridas nos servicos de saude estao entre
as principais causas de morte e aumento da morbimortalidade entre pacientes
hospitalizados no mundo inteiro (UPRETI et al., 2018). Ao se tratar as origens
etiologicas das infeccbes nosocomiais, entende-se que 70% dos patdgenos
envolvidos nelas sdo de origem enddgena, ou seja, S40 micro-organismos
originérios da propria microbiota do individuo (MENDES et al., 2016). Do ponto de
vista epidemiol6gico geral, os cocos Gram-positivos, sdo os mais frequentemente
isolados nas infeccBes adquiridas em internacdes hospitalares (DANTAS, 2015).
Desse grupo, S. aureus sao, atualmente, reconhecidos como um grande problema
em hospitais em todo o mundo, principalmente quando associados a
multirresisténcia ou formando biofilmes, por reduzirem as opcbes terapéuticas
(BRASIL, 2015; POORABBAS et al., 2015).

O isolamento destes micro-organismos sempre associados a amostras
clinicas de pacientes doentes mostrou seu potencial patogénico. Os surtos de
infeccbes nosocomiais, emergente resisténcia antimicrobiana e complexidade
epidemiologica fizeram deles notaveis organismos (BENACHINMARDI et al., 2014).
Além disso, é o patégeno com o maior indice de mortalidade, além de possuirem
ampla distribuicdo ambiental e uma boa capacidade de se manterem viaveis em
diversos ambientes, sobrevivendo por longos periodos em superficies e possuindo
necessidades nutricionais minimas com grande tolerancia as variagdes ambientais
(CARDOSO; REIS, 2016).

2.3 Staphylococcus aureus
Trata-se de uma bactéria Gram-positiva, ndo esporulada, em forma de coco e

que mede aproximadamente 0,5 a 1,5 ym de didmetro. Seu género possui 52

espécies, sendo este patdgeno o mais importante na clinica (LIMA et al., 2015).
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Podem apresentar diversos tipos de arranjos celulares, que vao desde isolados ou
pares, em cadeias curtas, ou agrupados de forma irregular (com aspecto de cacho
de uvas), devido a irregularidade dos planos de divisdo celular (ACOSTA et al.,
2017; LEE et al., 2018). Este micro-organismo possui a capacidade de produzir
vérios fatores de viruléncia que promovem adesdo aos componentes da matriz
extracelular do hospedeiro, danificando suas células e protegendo a bactéria do
sistema imunoldgico (ARANTES et al., 2013; LOFFLER et al., 2014; STAPELS et al.,
2014; ACOSTA et al., 2017). Revestindo a camada mais exterior da célula, estas
bactérias contam, com uma capsula de polissacarideos. Esta cdpsula é capaz de
inibir a fagocitose bacteriana ao encobrir as opsoninas, aumentando, desta forma, a
viruléncia e a capacidade de invasao dos tecidos. Além disso, a superficie externa
da maioria das cepas de S. aureus possui o fator de coagulagéo, coagulase ligada,
convertendo para fibrina soltvel, o fibrinogénio, que apds se ligar ao mesmo, torna-
se um importante fator de viruléncia. A sua deteccéo é utilizada para identificacédo
desta espécie (CATAO et al., 2012; SANTANA et al., 2012; HANZELMANN et al.,
2016; LEE et al., 2018).

A parede celular de S. aureus possui constituintes capazes de induzir a
resposta imunoldégica do hospedeiro, como o0 acido teicoico que ativa a via
alternativa do complemento e estimula a producdo de citocinas. O peptideoglicano
gue atua como agente quimiotatico para leucécitos, interleucina-1 é o elo entre a
resposta imune e inflamatdria, e as opsoninas facilitam a fagocitose (SOUSA et a.,
2016; THOMER; SCHNEEWIND; MISSIAKAS, 2016). E a partir destas
caracteristicas que possibilitam ao S. aureus, invadir o hospedeiro, escapar de suas
defesas, se instalarem e multiplicar, levando assim ao aparecimento das doencas.
Sua patogenicidade € devida aos fatores de viruléncia que contribuem de forma
efetiva para a colonizacédo bacteriana nos focos de infeccdo (SPAAN et al., 2013;
SPAULDING et al., 2013; FOSTER et al., 2014; VANHOMMERIG et al., 2014; LEE
et al., 2018).

Outro fator de grande importancia € a extrema capacidade de resisténcia
desse micro-organismo a antimicrobianos. Cepas MRSA surgiram por volta dos anos
60 e se disseminaram nos anos 80. Nos ultimos 20 anos, MRSA foi identificado
como um dos patégenos com maior frequéncia no mundo, além de ter se tornado
um dos maiores problemas no ambiente hospitalar da atualidade. Bacteremias

causadas por esse micro-organismo, estdo frequentemente associadas a um
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prognéstico ruim, incluindo mortalidade em até 30 dias entre 20 a 40% dos casos
(LE; OTTO 2015; LEE et al., 2018).

As cepas de MRSA produzem uma proteina alterada de ligacdo a penicilina
gue diminui a afinidade pela maioria das penicilinas semissintéticas. Essa proteina é
codificada por um gene adquirido, 0 mecA, transportado em um elemento genético
moével designado por estafilococos cromossomo cassete mec. Portanto, o
surgimento de cepas MRSA se deve a aquisicdo e insercdo desses elementos
genéticos nos cromossomos de cepas suscetiveis (KOCK et al., 2010; LAKHUNDI;
ZHANG, 2018; LEE et al., 2018).

Essa aquisicdo da resisténcia antimicrobiana apresentou um desafio ao
mundo médico em termos de tratamento e controle de infec¢des estafilococicas, pois
na maioria dos casos, 0 MRSA é responsavel por pelo menos 25 a 50% das
infecgbes por S. aureus em ambiente hospitalar. Devido a isso, como ultimo recurso,
a vancomicina tem sido historicamente a droga de escolha para o tratamento de
infeccbes graves por MRSA, fornecendo cobertura empirica e terapia definitiva.
Contudo, seu uso se tornou questionavel, por se tratar de um agente anti-
estafilococico menos eficaz que o grupo das penicilinas. Além disso, seu uso
elevado ja levou ao aparecimento de novas cepas resistentes em certas partes do
mundo (LUNA et al., 2010; KONG; JOHNSON; JABRA-RIZK, 2016; LAKHUNDI;
ZHANG, 2018).

Portanto, tratar pacientes com infecgcbes por MRSA constitui um sério
problema devido ao nimero restrito de antimicrobianos disponiveis. Desta maneira,
faz-se necesséario o desenvolvimento de novas drogas com capacidade para tratar
tais infeccbes, além de conhecer os padrdes de resisténcia de S. aureus em
bacteremias para uma adequada prescricdo de antimicrobianos e prevencdo de
eventos que possam culminar na resisténcia bacteriana (HANZELMANN et al.,
2016).

2.4 Potencial biotecnologico de plantas medicinais

O numero de novos antibidticos no mercado decaiu significativamente nos
altimos anos (BUCHY et al., 2020). Nos Estados Unidos, existem alguns patdégenos
gue carecem de novos farmacos para combaté-los, como Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter (RICE, 2008). A realidade
brasileira ndo estd muito distante, como observa-se nos estudos de Neves et al.
(2011), Zanol, Picoli e Morsch (2010), Figueiredo et al. (2009), que relatam o
surgimento de diversos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos criando, nesse
cenario, a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos para atuarem em
tais mecanismos.

Em vista disso, entende-se que ha uma necessidade da descoberta de novos
farmacos com acéo antimicrobiana de amplo espectro, para auxiliar no tratamento
de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude. O Brasil possui 0 que estudiosos
chamam de megadiversidade, possuindo, aproximadamente, 120.000 espécies
vegetais (PAGANO; MARIA, 2010). Diante desse contexto, surge a necessidade de
realizar investigacdes cientificas voltadas para a determinacdo do potencial
antimicrobiano das plantas medicinais.

Os vegetais sdo 0s organismos que mais colaboram para a descoberta de
farmacos, deles podem ser extraidos muitas substancias organicas ativas. O termo
planta medicinal faz referéncia a qualquer ser vivo do reino Plantae que pode agir
como medicamento (MELO, 2011). Desta forma, partes das plantas como raiz, caule
e folha possuem substancias ativas que poderdo ser empregadas no
desenvolvimento de medicamentos (ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012).

Desde tempos antigos, a raca humana procura na natureza alternativas que
eleve sua qualidade de vida para, assim, aumentar suas perspectivas de
sobrevivéncia e melhoria de sua saude. O conhecimento sobre as plantas
medicinais sempre tem acompanhado a evolucao do homem através dos tempos
(LOPES et al., 2010). Dessa maneira, estudos demonstram que ha mais de 3.000
anos as plantas eram utilizadas para fins medicinais e que, 2.000 anos antes do
aparecimento dos médicos gregos, existia propriedades na medicina egipcia
organizada o habito de recorrer as qualidades curativas de certas ervas. Foi uma
das primeiras manifestacdbes do homem para compreender e usar a natureza
(LUSTOSA, 2012).

No Brasil, a utilizacdo de ervas medicinais vem da miscigenacao das culturas
africana, europeia e indigena (MELO, 2011). Porém, para que se tenha o uso seguro
destas plantas é necessario conhecer sua composicdo quimica e realizar uma

avaliacdo cientifica sobre suas qualidades farmacoldgicas. Entretanto, deve ser
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reconhecida a importancia do conhecimento empirico, ou popular, para dar inicio a
investigacgdo cientifica (FARIA, 2012).

2.4.1 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

A maior parte dos antibiéticos naturais usados na pratica médica originou-se
de fungos que pertencem aos géneros Penicillium, Cephalosporium, e de bactérias
dos géneros Bacillus, Micromonospora e Streptomyces. Os farmacos
antimicrobianos de origem semissintética utilizados resultam de compostos como
penicilina, cefalosporina, tetraciclina e eritromicina (WRIGHT et al.,, 2007).
Entretanto, as plantas podem contribuir no desenvolvimento de novos antibiéticos no
momento em que se torna possivel que seus metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana sejam biossintetizados para prevenir ou combater a agcdo de micro-
organismos patogénicos (FARIA, 2012).

A maioria das plantas possui compostos que sdo antimicrobianos e as
protegem contra micro-organismos invasores. Os principais grupos de compostos
com propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas incluem: terpenoides,
alcaldides, polipeptideos, substancias fendlicas e polifendis (fenéis simples, acidos
fenolicos, quinonas, flavonas, flavonois e flavonoides), taninos e cumarinas
(LANGEVELD, et al., 2014; NAZARRO et al., 2013; SWAMY et al., 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), produtos a base de
plantas sdo usados por 80% da populacdo mundial, especialmente em areas rurais
ou em lugares de dificil acesso a medicamentos (TADEG; MOHAMMED; GEBRE-
MARIAN, 2005). Em paises desenvolvidos, a medicina alternativa € utilizada com
frequéncia juntamente com a medicina convencional (LEITE, 2008).

O Brasil detém a maior biodiversidade de plantas em todo o mundo e estima-
se que possua mais de 20% do total de espécies do planeta. Esta rica
biodiversidade é seguida por uma grande aceitacdo de uso de plantas medicinais e
conhecimento tradicional associado. Hoje, aproximadamente 48% das drogas séo
desenvolvidas, direta ou indiretamente, a partir de produtos naturais, principalmente
de plantas medicinais que sdo uma importante fonte para obtecdo de medicamentos
(CARVALHO et al., 2014).

Alguns trabalhos confirmam a atividade antimicrobiana de extratos de plantas

da flora pertencentes ao Nordeste brasileiro. Assim, pode-se citar a Bauhinia
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ungulata (SILVA, 2014), Eucalyptus globulus, Justicia pectoralis (FURTADO et al.,
2015), Cybopogon citratus (EWANSIHA et al., 2012), Aloe vera (ABAKAR; BAKHIET;
ABADI, 2017), Guazuma ulmifolia, Hymenaea courbaril, (FERNANDES; SANTOS;
PIMENTA, 2005), Myracrodruon urundeuva Allemdo (FERNANDO et al., 2014),
Bauhinia cheilantha (PEREIRA et al., 2014), Maytenus rigida (SANTOS et al., 2011),
Pithecellobium cochliacarpum (SOARES et al., 2010; LIMA et al., 2014), Plumbago
scandens (THARMARAJ; ANTONYSAMY, 2015), Ximenia americana (ALI, SAEED,
KHALID, 2016).

Além disso, a literatura registra diversos estudos das propriedades
antimicrobianas de Oleos essenciais de plantas que podem ser definidos como
produto obtido de uma matéria-prima vegetal, por destilacdo a vapor sendo uma
mistura volatil de diversos constituintes quimicos com diferentes formas moleculares
e mecanismos de acao (DHIFI et al., 2016; NAEEM et al. 2018). Nikoli¢ et al. (2014),
avaliaram a composigdo quimica, antimicrobiana e propriedades citotoxicas do 6leo
essencial de cinco plantas da familia Lamiaceae e obtendo valores de CIM
promissores com o Oleo de Satureja montana para Pseudomonas aeruginosa (23,33
+ 5,77 ug/mL), Streptococcus mutans (60,00 £ 0,00 ug/mL) e Streptococcus sanguis
(23,00 = 7,64 pg/mL). No referido 6leo foram identificados como componentes
majoritarios o timol (44,6%) e o p-cimeno (13,4%) 0s quais proporcionaram a este
0leo acdo promissora contra 0s micro-organismos testados.

Bajera et al. (2017), descreveram a composicao e atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Epilobium parviflorum Scherb, contra cinco micro-organismos
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans) usando o método de microdiluicao. O éleo essencial
de E. parviflorum apresentou como componentes majoritarios o acido plamitico
(30,7%), o acido linoléico (12,5%) e o a-acido linolénico (10,8%). O 6leo essencial
inibiu o crescimento de todas as bactérias testadas, apresentando CIM em torno de
10 -40 pg/mL, e para leveduras foi de 5 mg/mL.

Conforme descrito, 6leos essenciais contém diversos constituintes quimicos
com propriedades antimicrobianas. Esses componentes sdo sintetizados para
proteger as plantas da invasédo de patdgenos. As propriedades antimicrobianas dos
Oleos essenciais dependem principalmente da quantidade e tipos de metabdlitos
secundarios produzidos. Esses componentes sdo secretados por meio de uma série

de interacbes moleculares sob condicbes especificas de estresse abiotico/bibtico
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(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). Cada composto é capaz de exibir um
mecanismo de acédo diferente contra micro-organismos (SAAD; MULLER,;
LOBSTEIN, 2013; NAZZARO et al., 2013).

A literatura apresenta varios mecanismos de acdo de 0leos essenciais e de
seus constituintes. Esses compostos possuem a capacidade de desorganizar a
arquitetura celular, levando a quebra da integridade da membrana, aumentando a
permeabilidade e interrompendo algumas atividades celulares. Desta forma, a
degradacdo da parede celular e a ruptura de sua membrana pode interferir em
varios processos vitais devido a destruicdo de proteinas, a coagulacdo ou
extravasamento de produtos citoplasmaticos, potenciais de membrana reduzidos, a
interrupcdo das bombas de prétons e a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP)
(figura 2) (DE MARTINO et al.,, 2009; MILLEZI et al., 2012; SAAD; MULLER;
LOBSTEIN, 2013; NAZZARO et al., 2013; ARJIN; TAPINGKAE, 2014; OZ et al.,
2015; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; ALENCAR FILHO et al., 2017).

Figura 2 - Representagdo dos mecanismos antibacterianos dos 6leos essenciais.

Extravasamento de
contetdo citoplasmatico

Deplegéo da forca
motriz de prétons

Degradagao da
parede celular

Coagulagao do
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Dano as proteinas
de membrana

Fonte: Adaptado de Arjin e Tapingkae (2014).

Dano a membrana
citoplasmatica

Outra possibilidade para o uso de plantas medicinais no combate a micro-
organismos € a combinagcdo terapéutica sinérgica. De acordo com Chandra e
Rakholiya (2011), o tratamento combinado de produtos naturais de plantas
medicinais com antibiéticos pode ampliar o espectro antimicrobiano, evitando o
aparecimento de resisténcia mutante e diminuindo a toxicidade.

O sinergismo entre Oleos essenciais e antibidticos disponiveis vem se

mostrando como uma alternativa promissora, uma vez que seu efeito aumenta a
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atividade antibacteriana frente a micro-organismos sensiveis ou resistentes.
Portanto, a potencializacdo do efeito combinado dessas drogas € utilizada como
estratégia na terapéutica de infec¢des, permitindo o uso de drogas antibacterianas
guando esta isoladamente ndo se mostra eficaz sobre cepas bacterianas (KUMAR et
al., 2009; LANGEVELD, et al., 2014).

2.4.2 Género Croton

O segundo género mais extenso de Euphorbiaceae, Croton possui
aproximadamente 1250 espécies conhecidas, onde 68 espécies podem ser
encontradas no bioma brasileito da Caatinga (SILVA et al., 2010; COSTA FILHO et
al., 2012; CORDEIRO et al., 2015). Este género possui um perfil quimico diverso
com metabdlitos secundarios que incluem terpendides (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpendides), esterdides, alcaldides e outros
compostos fendlicos, além de potencial econdmico significativo, tornando-o uma
fonte potencial de estudos sobre compostos naturais bioativos (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007; DORIA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; XU; LIU:;
LIANG, 2018).

Devido a sua importancia, diversos estudos tém avaliado a atividade
antibacteriana do género Croton em todo o mundo (VUNDA et al., 2012; AZEVEDO
et al., 2012; CUI-PING et al., 2014; VOUKENG; BENG; KUETE, 20016; LEITE et al.,
2017; XU; LIU; LIANG, 2018; FIROMSA et al., 2018).

Desta forma, suas espécies sao conhecidas por apresentar atividades
inseticida, larvicida, antimalarica, antimicrobiana, antiulcerogénica, anti-helmintica,
moluscicida, antiinflamatdria e antineoplasica comprovadas. Além disso, as espécies
de Croton sdo popularmente usadas para tratar distirbios digestivos, vermes
intestinais, diabetes, hipercolesterolemia, malaria, inflamacéo, febre e dor (DORIA et
al., 2010; LOPES et al., 2012; RAMOS et al.,, 2013; COELHO-DE-SOUZA et al.,
2013; OBEY et al., 2016; CARVALHO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017; ALENCAR
FILHO et al., 2017; NIJOYA,; ELOFF; MCGAW 2018; XU; LIU; LIANG, 2018).

Varias espécies desse género se tornaram alvos de estudos por
apresentarem elevado potencial para produtos biotecnolégicos com acéo
antibacteriana (PALMEIRA et al., 2006). Nesse contexto, Alencar-Filho et al. (2017),

avaliaram a composicdo quimica e atividade antibacteriana do Oleo essencial de
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folnas de Croton heliotropiifolius em diferentes estacdes do ano. Nesse estudo, 0
Oleo apresentou como componentes majoritarios o B-cariofileno (41 — 47%) e
biciclogermacreno (8 — 22%), além de revelar acentuada acdo contra diversas cepas
testadas, inclusive S. aureus.

Em outro estudo, onde determinou-se a composi¢cdo quimica e a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de folhas de C. rhamnifolioides Pax & Hoffm,
verificou-se que o 6leo essencial apresentou elevada concentracdo de 1,8-cineol
(46.32%), demonstrando atividade em baixas concentracdes inibitérias e
bactericidas minimas contra bactérias Gram positivas e negativas (COSTA et al.,
2013).

Dessa maneira, dentre as espécies de Croton, C. tetradenius Baill, conhecida
porpularmente por “catinga-de-bode”, “velaminho”, barba-de-bode”, “velame-do-
campo e “velame manso”, € um arbusto pequeno, com folhas delicadas e um aroma
mentolado bem acentuado (Figura 3). Geralmente encontrada em florestas
perenifdlias sobre solo arenoso ou pedregoso da regido Nordeste do Brasil, sendo
muito popular no Cearad. Essa espécie apresenta menor incidéncia em areas de
vegetacdo secundaria, pantanos de altitude e areas antropizadas (SILVA; SALES;
CARNEIRO-TORRES, 2009; LUCENA; AMORIM; ALVES, 2009; CARVALHO et al.,
2016; FERNANDES, 2016; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2017).

Figura 3 - Aspecto botanico de C. tetradenius Baill. com detalhes das folhas e inflorescéncias.

Foto: Prof. Geovany Amorim Gomes

Fonte: Préprio autor.
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Essa espécie possui de quatro a seis nectérios cilindricos no peciolo, sendo a
caracteristica mais utilizada no seu reconhecimento. Seus frutos sdo observados
nos meses de fevereiro e maio, enquanto que suas flores em fevereiro, marco, maio
e setembro (LUCENA; AMORIM; ALVES, 2009).

Oleo essencial de folhas de C. tetradenius Baill. tem sido alvo de estudos por
apresentar efeito inseticida sobre larvas e insetos adultos Aedes aegypti,
demonstrando um potencial para aplicacdo do bioproduto. Além disso, identificou-se
no 6leo essencial constituintes majoritarios pertencentes as classes monoterpenos
como canfora (24,49%), y-terpineol (15,06%) e a-terpineno (6,48%) indicando acao
larvicida (CARVALHO et al., 2016).

A acdo antibacteriana de dois gendtipos da espécie C. tetradenius foi
determinada, recentemente, por Almeida-Pereira et al. (2019), o 6leo essencial
mostrou ser rico em canfora (17%), p-cimeno (7,1%), transpinocarveol (13,61%), 1,8-
cineol (12,9%), trans-ascaridol (11.65%), pinocarvona (8.8%), apresentando
resultados promissores contra S. aureus. Contudo, sua composi¢cdo quimica e
atividades biolégicas precisam ser melhor elucidadas, pois ainda existem poucos
trabalhos na literatura sobre esta espécie.

Outra espécie do género Croton, é a C. pulegiodorus Baill. E popularmente
conhecida por velame-rasteiro e velaminho, podendo ser encontrada no Nordeste
brasileiro e se apresenta como subarbusto, tendo entre 0,3 — 1,0 metros de altura
(figura 4). Exala um odor caracteristico devido a presenca de acido caprilico ou
octanoico que possui caracteristicas bactericida e antifingica (SILVA, 2006; KIM;
RHEE, 2016).
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Figura 4 - Aspecto boténico de C. pulegiodorus Baill. com detalhes das folhas e inflorescéncias.

Fonte: TORRES (2008).

A literatura relata diversos efeitos biolégicos para o 6leo essencial de C.
pulegiodorus. Nesse sentido, de acordo com Silva (2006), o 6leo essencial de C.
pulegiodorus € constituido majoritariamente por p-cimeno (22,3%), ascaridol (17%) e
canfora (13%) lhe conferindo acao inseticida sobre larvas do A. aegypt (TORRES,
2008; MAGALHAES et al., 2015). Déria et al. (2010), avaliando a atividade larvicida
de duas espécies de Croton do Nordeste brasileiro contra A. aegypti, verificou que o
O0leo essencial de C. pulegiodorus, €& rico em -cariofileno (20,9%),
biciclogermacrene (16,8%) e germacrene-D (10,5%), e possuia acéo toxica para as
larvas testadas.

Em estudo recente, avaliando a acdo carrapaticida do 6leo essencial de
folnas de duas espécies de Croton, C. pulegiodorus apresentou os melhores
resultados contra larvas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus. microplus. com
composicao rica em p-cimeno (23,13%) e ascaridol (22,5%) (CASTRO et al., 2019).

Portanto, pouco se sabe sobre a agdo antimicrobiana dessas espécies,
contudo por apresentarem componentes quimicos secundarios semelhantes e com
potencial efeito contra micro-organismos, surge o interesse em realizar um estudo
comparativo sobre a composi¢ao quimica, atividade antibacteriana e efeito sinérgico
de seus 6leos essenciais contra cepas de S. aureus multirresistentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a composi¢cao quimica, a atividade antibacteriana e o sinergismo
com antibidticos convencionais dos 6leos essenciais obtidos de C. tetradenius Baill.
(OECT) e C. pulegiodorus Baill. (OECP) contra isolados clinicos de Staphylococcus

aureus.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a composicdo quimica do OECT e OECP;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do OECT e OECP por disco-difusdo e
microdiluicdo (determinacdo da concentragdo inibitoria e bactericida minima —
CIM/CBM) contra isolados clinicos de S. aureus;

e Delinear a cinética de crescimento das cepas de S. aureus quando submetidos a
concentracdes sub-CIM do OECT e OECP;

e Determinar atividade sinérgica entre o OECT e OECP com antibidticos

convencionais contra isolados clinicos de Staphylococcus aureus.
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4.1 Desenho experimental
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Na figura 5 é apresentado um fluxograma simplificado das principais etapas

desenvolvidas nesse estudo, desde a obtencdo do OECT e OECP a sua utilizacao

em analises microbioldgicas.

Figura 5 - Fluxograma das andlises que serdo descritas e realizadas utilizando o OECT e OECP

contra cepas de S. aureus.

MATERIAL VEGETAL

Hidrodestilagao

OECT
OECP

ANALISE QUIMICA

Quantitativa: CG/EM
Qualitativa: CG/DIC

m

ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA
I

Y

Curvade

Crescimento

|

Chekerboard

Isobolograma

CG/EM: Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa; CG/DIC: Cromatografia Gasosa

com Detector de lonizagdo de Chamas; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; ASC: Area Sob a

Curva. Fonte: Préprio autor.

4.2 Aspectos éticos

A coleta de dados e procedimentos experimentais utilizando isolados clinicos

de material humano seguiu a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de

Saude/Ministério da Saude, garantindo a confidencialidade e privacidade, protecao
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de imagem e nao estigmatizacdo dos participantes da pesquisa (BRASIL, 2012).
Assim, o projeto foi aprovado e obteve o numero de registro (CAAE - Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica) do Comité de Etica e Pesquisa da instituic&io
proponente, o Centro Universitario INTA, Brasil (CAAE: 00749318.0.0000.8133), e
da instituicdo coparticipante, a Santa Casa de Misericérdia de Sobral, Brasil (CAAE:
00749318.0.3001.8109), sob numero de aprovacdo, N° 3.147.399 e N° 3.242.030,
respectivamente. Os documentos utilizados para cadastro na plataforma estéo

listados nos anexos (A, B e C) e apéndices (A, B e C).
4.3 Material boténico

Foram utilizadas as espécies de Croton tetradenius Baill. e C. pulegiodorus
Baill colhidas no estado do Ceard — Brasil, conforme o quadro 1. Os espécimes
foram depositados no Herbario da Universidade Estadual do Vale do Acaral —

HUVA.

Quadro 1 - Origem das espécies do género Croton utilizados neste estudo.

N° exsicata
Espécie Localidade Coordenadas depositada no
herbario UVA*

Croton tetradenius Baill. Cocalzinho — Distrito de 3°33'44.0"S

(Velame manso) Vicosa/CE 41°05'31.9"W 21629
Croton pulegiodorus Baill. Sitio Bela Vista - 3°57'56.4"S 21374
(Velame rasteiro) Groairas/CE 40°23'33.2"W

Fonte: Préprio autor. *Universidade Estadual do Vale do Acarau.

4.4 Extracao de 6leos essenciais

A obtencdo dos Oleos essenciais foi realizada no Laboratorio de Produtos
Naturais e Sintese Organica (LPNSO), do curso de quimica da UVA. Folhas frescas
das duas espécies foram cortadas em pequenos pedacos, misturadas com 2,5 L de
agua destilada e submetidas, separadamente, a hidrodestilacdo utilizando aparato
tipo Cleavenger (EHLERT et al., 2006; SILVA et al., 2015). A hidrodestilacdo foi
realizada por aproximadamente 2:30 horas para cada planta. Foi utilizado um total
de 1120 g de folhas de C. tetradenius e 2100 g para C. pulegiodorus. Os o6leos
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essenciais foram separados dos hidrolatos, tratados com sulfato de sédio anidro e
armazenados a 4°C. O célculo do rendimento dos 6leos essenciais foi realizado
segunda a equacao: Rendimento (%) = (peso do Oleo / peso das folhas frescas) x
100.

4.5 Analise dos 6leos essenciais

A identificagdo dos compostos volateis do OECT e OECP foi obtida utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para andlise
qualitativa e cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC)
para analise quantitativa (ANEXOS F e G). A andlise qualitativa foi feita em um
instrumento Shimadzu modelo GC-2010 (quadruplo), com impacto de elétrons a 70
eV, coluna RTX-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 ym, Restek), modo de injecéo
com divisdo de fluxo 1:100, gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL/min7,
temperatura do injetor 250 °C, temperatura da linha de transferéncia de 250 °C e
fonte de ions a 230 °C. Programacéo do forno cromatogréfico: temperatura inicial de
70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C/mint até 180 °C e acréscimo de 10
°C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). J4 a analise quantitativa foi
realizada em equipamento Shimadzu modelo CG-2010 Plus, com coluna RTX-5
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), modo de injecdo com divisdo de
fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL/mint, com a temperatura do
injetor a 250°C e temperatura do detector a 280°C. A programacdo do forno
cromatografico foi similar a usada nas analises realizadas em CG/EM.

A percentagem dos constituintes foi calculada através da area integral de
seus respectivos picos, relacionadas com a area total de todos os constituintes da
amostra. Os diversos constituintes dos 0leos essenciais foram identificados através
da comparacdo visual de seus espectros de massas com aqueles existentes na
literatura, espectros fornecidos pelo banco de dados (NIST11) do equipamento e,
também, pela comparagdo dos indices de retencdo com aqueles existentes na
literatura (ADAMS, 2009). Uma solugéo padrédo de n-alcanos (C7-C30) foi injetada
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas da amostra, e foi utilizada para obter os

indices de retencao conforme descrito por Van Den Dool e Kratz (1963).
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4.6 Oleos essenciais e antibidticos

A solucado estoque de OECP e OECT foram preparados na concentracao de
16000 yg/mL em Brain Heart Infusion Broth (BHIB, acumedia®, Michigan, EUA) a
1% de tween 80 (VETEC Quimica Fina LTDA/Sigma Aldrich®, Rio de Janeiro,
Brasil). Como controle, foi utilizado caldo BHI com 1% de tween 80. O antibiotico
oxacilina sodica 500 mg (OXA, Blau Farmacéutica S.A., Sédo Paulo, Brasil),
ampicilina sédica 500 mg (AMP, Laboratério Teuto Brasileiro S.A., Goias, Brasil) e
benzilpenicilina 5.000.000 unidades internacionais (BZP, Blau Farmacéutica S.A.,
Sao Paulo, Brasil) foram obtidas comercialmente. O antibiético foi reconstituido em
solucéo salina 0,9% estéril (Farmace®, Ceara, Brazil) e diluidas com caldo BHI para

concentracfes desejadas.

4.7 Cepas bacterianas

As cepas clinicas (0A, 4B, 8B, 9B) foram isoladas e identificadas no
Laboratério de Microbiologia da Instituicdo Santa Casa de Misericordia de Sobral,
Cear4, Brasil, como parte da rotina hospitalar. As cepas da American Type Culture
Collection (ATCC) 6538 e 700698 foram cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). Todas as cepas foram submetidas a determinacdo do perfil de resisténcia

pelo sistema VITEK®2 (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Franca).

Quadro 2: Perfil de resisténcia a antibioticos obtido pelo sistema VITEK®2.

S. aureus Fonte Resisténcia antibidtica
Standard ATCC 6538 Sensivel
Standard ATCC 700698 BZP, CLI, ERT, GEN, LEV, OXA, TEC, VAN
0A Secrec¢éo auricular | BZP, ERT, LEV, OXA e SUT
4B Sangue BZP
8B Sangue BZP, CLI, ERT
9B ND BZP e OXA

Nota: ND: N&o identificado; BZP: benzilpenicilina; CLI: clindamicina; ERT: eritromicina; GEN:
gentamicina; LEV: levofloxacino; OXA: oxacilina; SUT: sulfametoxazol + trimetoprima; TEC:

teicoplanina; VAN: vancomicina. Fonte: Proprio autor.
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As bactérias ATCC 700698 e OA se configuram como MRSA, por meio de
confirmacdo do sistema VITEK®2 com a utilizacdo do teste de screening de

resisténcia a Cefoxitina positivo.

4.8 CondigOes de ajuste e cultivo bacteriano

A partir de uma cultura (BHI com 20 % de glicerol) estoque, armazenada em
freezer -80 °C, foi realizada a ativacdo da cepa com 50 yL em 5 mL de BHI e
incubada a 37°C por 24 h em condicbes aerdbicas. Apos 18 h, periodo em que as
células atingem a fase de crescimento exponencial, foi realizado o ajuste do nimero
de células bacterianas para cada ensaio experimental utilizando o padrdo de
turbidez McFarland 0.5 de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute
M100-S25 (CLSI, 2019).

4.9 Atividade antimicrobiana

4.9.1 Disco-difusao

O screening da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi realizado pelo
método de difusdo em disco recomendado pelo CLSI (2016). Swabs estéreis foram
mergulhados e rotacionados na parede interna do tubo contendo uma suspensao
bacteriana 108 UFC/mL ajustada em salina. Em seguida, toda a superficie das
placas contendo Mueller Hinton Agar (MHA, acumedia®, Michigan, EUA) foi
inoculada. Discos de papel filtro (6 mm de diametro) impregnados com 5 pL de
OECT e OECP, foram simetricamente distribuidos sobre a placas de MHA e
incubadas por 24 horas a 37 °C. ApoOs esse periodo, foi realizada a leitura do
didmetro do halo de inibicdo em milimetros com a utilizagcdo de um paquimetro
(DIGIMESS, Séo Paulo, Brasil) (CLSI, 2016).

4.9.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracao

bactericida minima (CBM)

O ensaio da CIM foi realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos com

fundo “U” (CLSI, 2016). Inicialmente, todos os pocos foram preenchidos com 100 uL
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de OECT e OECP em caldo BHI em concentragbes decrescentes 8000 a 0,0625
Hg/mL. Em seguida, 100 pL de uma suspensdo bacteriana (10® UFC/mL) foi
adicionado aos pocos. Utilizou-se apenas meio BHI como controle negativo. Apés 24
horas de incubacéo a 37 °C foi considerado como CIM a menor concentracdo capaz
de inibir o crescimento bacteriano visivel. Para determinacéo da CIM dos antibiéticos
foram utilizadas concentracbes de 0,003 a 4000 pg/MI (OXA); 0,25 a 250 pg/mL
(AMP) e 0,0002 a 2000 pg/mL (BZP). Todas as analises foram realizadas em
quadriplicata. Para determinacao da CBM, foram transferidos 10 uL dos pogos onde
ndo houve crescimento microbiano visivel para placas contendo Brain Heart Infusion
Agar (BHIA, KASVI, Liofilchem®, Italy). As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C
em condi¢des aerdbicas, e foi considerado CBM menor concentracdo capaz de inibir
completamente o crescimento microbiano na superficie do agar (EL-GUENDOUZ et
al., 2018).

4.9.3 Curva de crescimento

O ensaio da curva de crescimento foi realizado para todas as cepas
bacterianas em placas de microtitulacdo de 96 pocos de poliestireno, como descrito
por Huang et al. (2018) com modificacfes. A suspensao bacteriana de S. aureus foi
ajustada (10° UFC/mL) e tratadas com OECT e OECP na concentracdo de SubCIM
(2.000 pg/mL) e imediatamente cultivadas em BHI caldo a 37 °C. Realizou-se a
leitura durante 24 horas em intervalos de 60 minutos na absorbéncia de 620nm no

leitor SpectraMax® Paradigm® (Molecular Devices).

4.9.4 Ensaio de checkerboard

A cepa OA por possuir um perfil de mdultipla resisténcia de acordo com o
sistema VITEK®2, foi utilizada, juntamente com a cepa MRSA gold-standard ATCC
700698, para avaliacdo do efeito sinérgico entre os 6leos essenciais, bem como
combinados com OXA, AMP e BZP. Inicialmente, foi realizado a diluicdo em série
das substancias em caldo BHI separadamente. Utilizando uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos, foram adicionados 50 pl de cada substancia (1:1 v/v) nas
linhas (OECT ou OECP), em concentracdes crescentes, e antibiéticos (OXA, AMP

ou BZP), distribuidos de maneira semelhante entre as colunas. Assim, obteve-se
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uma combinacdo Unica de concentracdes das duas substéncias em cada um dos
pocos. Em seguida, foi acrescentado 100 pL do micro-organismo (1x10% UFC/mL) e
incubados a 37 °C por 24 h em condicGes aerdbicas para determinacéo da CIM das
substancias combinadas (LEWS et al., 2002; PILLAI MOELLERING; ELIOPOULOS,
2005; MULYANINGSIH et al., 2010; HAMMOUND et al., 2013).

Este teste foi utilizado como base para calcular o indice de Concentragéo
Inibitéria Fracional (ICIF), de acordo com as férmulas: CIFA= CIMa +8 / CIMa;
CIFs= CIMBg + A/ CIMsB; ICIF = CIFa+ CIFg.Os valores do IFIC foram
interpretados de acordo com o Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade
Antimicrobiana (EUCAST), sendo efeito sinérgico (ICIF < 0,5), aditivo (0.5 < ICIF <
1), indiferente (1 < ICIF < 4) ou antagbnico (ICIF > 4,0).

Além disso, as CIF dos agentes antimicrobianos, foram plotados nos eixos x e
y, de um gréfico, formando isobogramas para confirmar interacdes sinérgicas
(BRANEN; DAVIDSON, 2004). A interagdo entre dois antimicrobianos é aditiva
guando os pontos estdo ao longo da linha de aditividade. Para interacdes
antagbnicas e sinérgicas, 0os pontos se distribuem acima e abaixo da linha,

respectivamente.

4.10 Anélise estatistica

Ensaios de atividade antimicrobianas realizados em quadriplicata foram
apresentados com média * desvio padrdo (DP), exceto para disco difusao.
Diferengas entre os grupos tratado e controle foram consideradas significativas com
p <0,001. Os graficos gerados no teste de curva de crescimento foram utilizados
para determinar a area sob a curva (ASC). Os dados foram estatisticamente
analisados utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, Califérnia, EUA) aplicando a analise de varidncia (ANOVA) com o teste post-

hoc de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Composicdo quimica dos Oleos essenciais de C. tetradenius Baill. e C.
pulegiodorus Baill.

Folhas frescas de C. tetradenius Baill. e C. pulegiodorus Baill. submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger resultaram em O0leos essenciais com
rendimento 0,47 e 0,37% p/p, respectivamente. A analise do OECT e OECP por
CG/EM e CG/DIC gerou 25 picos identificaveis para o primeiro 6leo e 21 picos para
0 segundo (ANEXOS G e H). A composi¢cdo quimica do OECT e OECP e seus

respectivos indices de retencao de Kovats (IK’s) estao listados na tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo quimica dos Oleos essenciais de folhas de C. tetradenius Baill. e C.

pulegiodorus Baill.

OECT!? OECP?
Componentes?
IKL* IKC® (9%0)® IKL IKC (%)

Hidrocarbonetos monoterpénicos 65,61 53,36

Tricicleno 926 933 0,59 - - -

a-Thujeno 930 936 1,18 930 933 1
a-Pineno 939 944 4,58 939 942 0,74
Canfeno 954 959 1,79 946 958 0,24
Sabineno 975 982 0,38 975 980 0,53
B-Pineno 979 987 0,4 979 985 0,58
Mirceno 990 996 2,52 990 993 3,65
a-Felandreno 1002 1012 8,98 1002 1011 2,94
a-Terpineno 1017 1024 5,43 1017 1023 19,21
0-Cimeno - - - 1026 1031 12,27

p-Cimeno 1024 1032 28,24 - - -
D-Limoneno 1029 1037 4,97 1029 1035 1,64
B-Trans-ocimeno - - - 1050 1052 0,22
y-Terpineno 1059 1066 6,24 1059 1065 9,51
Terpinoleno 1088 1096 0,31 1088 1094 0,83
Monoterpenos oxigenados 28,06 6,88
1,8-Cineol 1031 1040 3,92 1031 1039 3,33
Canfora 1146 1153 17,76 1146 1154 0,35
Isoborneol 1160 1165 19 1160 1166 0,63

Borneol 1169 1174 0,76 - - -
Terpinen-4-ol 1177 1184 2,65 1177 1184 1,68

a-Terpineol 1188 1197 1,07 1188 1196 0,89
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Esteres monoterpénicos 5,67 27,05

trans-Acetato de crisantenila 1238 1246 5,08 1238 1248 27,05
Acetato de isobornila 1285 1292 0,2 - - -
Acetato de mirtenila 1326 1333 0,39 - - -

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,39 1,28

B-Cariofileno 1419 1426 0,13 1390 1398 0,92
a-Humuleno 1454 1460 0,26 - - -

Sesquiterpeno oxigenado 0,27

Espatulenol 1578 1589 0,27 - - -

Total 100 88,57

10ECT: Oleo essencial de C. tetradenius; 20ECP: Oleo essencial de C. pulegiodorus; Os
componentes® estdo ordenados de acordo com sua eluicdo a partir de uma coluna HP-5MS; “IKL:
indices de retencdo de Kovats da literatura (ADAMS, 2007); SIKC: indice de retencdo de Kovats
calculados a partir dos tempos de retencdo em relacdo aos de uma série C7-C30 de n-alcanos em

uma coluna capilar coluna HP-5MS; 6Percentagem (%) da area do pico; Fonte: Préprio autor.

A andlise dos componentes presentes no OECT e OECP, representou 100%
e 88,54% dos constituintes, respectivamente. Para a espécie C. tetradenius Baill. o
componente volatil mais prevalente foi o p-cimeno (28,24%), seguido por canfora
(17,76%) e o a-felandrene (8,98%). Ja o trans-Acetato de crisantenila (27,05%), a-
terpineno (19,21%) e o-cimeno (12,27%) se apresentaram como majoritarios no
OECP (figura 6). Ambas as espécies sdo ricas em hidrocarbonetos monoterpénicos,

monoterpenos oxigenados e ésteres monoterpénicos.

Figura 6 - Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial das folhas frescas de C.
tetradenius (a) e C. pulegiodorus (b).

HaC. CHsj ?J:ti
HsC i
3 0
Para-cimeno Canfora a-Felandrene | [rans-Acetato de a-terpineno  Orto-cimeno
crisantenila
a) b)

Fonte: PubChem Database (2019).

5.2 Atividade antimicrobiana

A tabela 2 mostra os valores do didmetro do halo de inibicdo, CIM e CBM
para OECT e OECP. Os resultados demonstram uma diferenca do halo de inibicéo
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entre os 6leos testados. Os valores de CIM sdo de 4.000 pg/mL e 8.000 pg/mL e

CBM maior que 8.000 pg/mL para as duas espécies testadas.

Tabela 2: Valores de didmetro do halo de inibi¢do, CIM e CBM da agdo do OECT e OECP.

DZI (mm)3 CIM (ug/mL)*  CBM (ug/mL)>®
OECT! OECP? OECT OECP OECT OECP

Staphylocccus aureus

ATCC 6538 13 06 4.000 8.000 8.000 =>8.000
ATCC 700698 16 08 4.000 8.000 8.000 =>8.000
0A 12 07 4.000 8.000 4.000 =>8.000

4B 15 09 4.000 4.000 8.000 =>8.000

8B 10 09 4.000 8.000 4.000 =>8.000

9B 12 07 4.000 8.000 8.000 >8.000

10ECT: Oleo essencial de C. tetradenius; 20ECP: Oleo essencial de C. pulegiodorus; 3DZI: Diametros
das zonas de inibicdo usando discos de 6mm; “CIM: Concentracao Inibitéria Minima; SCBM:

Concentracdo bactericida minima. Fonte: Préprio autor.

A avaliacdo antibacteriana pelo método de disco-difusdo demonstrou que
OECT e OECP possuem atividade contra as cepas testadas por apresentarem zona
de inibicdo de crescimento. Assim, OECT (DZI = 10 a 16 mm) apresentou maiores
valores no diametro do halo de inibicdo em relagdo ao OECP (DZI = 09 a 06 mm).
Nos resultados de CIM, OECT apresentou CIM igual a 4.000 ug/mL para todas as
cepas testadas, ja o OECP apresentou CIM igual a duas vezes esse valor, com
excecdo da cepa 4B (4.000 pg/mL). Os valores de CBM foram >8.000 pg/mL para
todas as cepas tratadas com OECP. Quando foram submetidas ao OECT, todas as

cepas apresentaram a CBM igual a 8.000 ug/mL, exceto OA e 8B (4.000 pg/mL).

5.4 Curva de crescimento

Na cinética de crescimento do grupo controle, a fase adaptacéo (lag) foi de 4
a 6 h apés a incubacdo, entrando na fase de crescimento exponencial (log) e
permanecendo em média 14 h antes da fase estacionaria. Os grupos tratados com
OECT e OECP foram testados com concentracao sub-CIM de 2.000 pg/mL. O grupo
tratado com o OECT foi o mais afetado, apresentando uma maior extensdo da fase
lag para todas as cepas, com destaque para o isolado clinico 4B (23 horas),

demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Curva do comportamento de crescimento bacteriano (a esquerda) das cepas tratadas com
concentragdes sub-CIM de OECT e OECP, e grafico em barras da area sob a curva (a direita), das
cepas (a; a’) ATCC 6538, (b; b)) ATCC 700698, (c; c’) 0A, (d; d’) 4B, (e; ) 8B, (f; f') 9B.
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tratados com OECP e OECT. Fonte: Proprio autor.

Para o grupo tratado com OECP, verificou-se que o alongamento da fase lag
foi préximo ao apresentado pelo grupo controle para os isolados 0A, 8B e 9B.
Enquanto os grupos tratados com OECT mostraram que o 0leo essencial foi capaz
de retardar o inicio da fase de crescimento exponencial em mais de 16 horas para
todas as cepas testadas. Devido ao alongamento da fase lag em um periodo de 24
h, ndo foi possivel identificar o final da fase log de todas das cepas tratadas com
OECT ou OECP, exceto os isolados clinicos 8B e 9B tratados com OECP.

Analisando a ASC constatou-se que em comparacdo aos grupos controles
ocorreu uma reducdo significativa (p < 0,001) do crescimento bacteriano em
concentracédo sub-CIM apresentado por todas as cepas testadas. Essa reducéo foi
atribuida ao OECT para todas as cepas, visto pela diferenca significativa entre
OECT e OECP (figura 7).
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5.5 Atividade sinérgica

Foram testadas 66 diferentes combinacfes dos antibidticos e 6leos essenciais
para cada cepa, sendo o efeito sinérgico entre as drogas confirmado pela analise de
isobologramas (figura 8 e 9).

Na analise OECT/OECP, mesmo apresentando resisténcia a multiplos
farmacos, obteve-se efeito sinérgico para ambas as cepas testadas, com énfase

para acdo contra o isolado clinico OA, conforme figura 8.

Figura 8 — Isobologramas representando o efeito da associacdo OECT x OECP na inibicdo do
crescimento das cepas a) ATCC 700698 e b) OA.
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CIF: Concentragdo Inibitoria Fracional; Fonte: Proprio autor.

Assim, ao se combinar os OEs, verificou-se atividade semelhante para ambas
as associacdes, com reducdes de 4 e 8 vezes de OECT e OECP, respectivamente
(tabela 3).

Tabela 3 - Efeito sinérgico do OECT e OECP sobre o crescimento da cepa padrdo ATCC 700698 e

do isolado clinico OA de S. aureus.

1CIM (ug/mL)
Individual Combinado
ATCC 700698

Combinacéo 2ICIF Interpretacdo Reducdo

SOECT 4.000 1000 L 4x
0,375 Sinérgico
4OECP 8.000 1000 8x
0A
OECT 4.000 1000 L 4x
0,375 Sinérgico
OECP 8.000 1000 8x

1Concentragao Inibitéria minima; 2indice de Concentracéo Inibitéria Fracional; 30ECT: Oleo essencial
de C. tetradenius; “OECP: Oleo essencial de C. pulegiodorus; Onde: a tabela mostra somente as
associagfes das menores concentracfes em que houve inibicdo do crescimento microbiano. Fonte:
Proprio autor.
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As associacbes do OECT e OECP se mostraram semelhantes nas
combinagBes com o0s antibidticos clinicos, ambos apresentando efeito sinérgico,
contudo ainda que ambas as cepas se caracterizem como MRSA, apresentam
diferentes perfis de sensibilidade depois de submetidas as combinacdes entre OE e

antibioticos (figura 9).

Figura 9 — Isobologramas representando o efeito da associacdo OECT e OECP com antibiéticos da

classe das penicilinas na inibicdo do crescimento das cepas ATCC 700698 e OA.
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Onde: OECT - ATCC 700697: OECT + OXA (a); OECT + AMP (b); OECT + BZP (c); OA: OECT +
OXA (d); OECT + AMP (e); OECT + BZP (f); OECP - ATCC 700698: OECP + OXA (g); OECP + AMP
(h); OECP + BZP (i); 0A: OECP + OXA (j); OECP + AMP (k); OECP + BZP (I). OECT: Oleo essencial
de C. tetradenius; OECP: Oleo essencial de C. pulegiodorus; OXA: Oxacilina; AMP: Ampicilina; BZP:
Benzilpenicilina. Os pontos representam os valores de CIF das associa¢gdes em que o crescimento
microbiano foi inibido. Fonte: Préprio autor

Todas as combinacdes envolvendo o OECT contra o isolado clinico 0A
apresentaram acao sinérgica, com destaque para OECT/OXA que apresentou a
reduzido ICIF (0,250), diminuindo a concentracdo do OECT e OXA de 8 e 4 vezes,
respectivamente. Além disso, interagdo OECT/BZP também apresentou efeito
sinérgico com ICIF igual a 0,375 e reducdes na CIM individual de 4 e 8 vezes (tabela
4).

Tabela 4 - Efeito modulador do OECT e OECP na atividade antimicrobiana de ATBs de uso clinico

sobre o crescimento da cepa padrdo ATCC 700698 e do isolado clinico OA de S. aureus.

Combinacao 1CIM (ug/mL)
Individual Combinado
ATCC 700698

2ICIF  Interpretacdo Reducdo

OECT 4.000 1000 S, 4%
AMP 31.25 781 0,500 Sinérgico oy
0A
OECT 4.000 250 L 8x
OXA 550 62.50 0,250 Sinérgico ax
OECT 4.000 1000 L, 4%
AMP 15.62 3.90 0,500 Sinérgico Ix
OECT 4.000 1000 L, 4%
BZP 31.25 3.90 0,375 Sinérgico Bx
ATCC 700698
OECP 8.000 2000 L, 4%
OXA 1.000 250 0,500 Sinergico 4x
OECP 8.000 2000 L, 4%
AMP 31.25 3.90 0,375 Sinérgico Ix
0A
OECP 8.000 500 o, 16X
OXA 250 15,62 0,125 Sinergico 16x
OECP 8.000 2000 L, 4%
AMP 15.62 1.05 0,375 Sinérgico Bx
OECP 8.000 2000 L 8x
BZP 31.25 781 0,500 Sinérgico ax

Onde: a tabela mostra somente as associacdes das menores concentracdes em que houve inibicao
do crescimento microbiano. Concentracdo Inibitéria minima; 2indice de Concentragio Inibitoria
Fracional; OECT: Oleo essencial de C. tetradenius; OECP: Oleo essencial de C. pulegiodorus; OXA:
Oxacilina; AMP: Ampicilina; BZP: Benzilpenicilina. Fonte: Préprio autor

As combinacgfes que envolvem o OECP exibiram maior acdo sinérgica por

apresentarem menor ICIF, quando comparada com o OECT contra ambas as cepas
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testadas. Desta forma, destaca-se a combinagéo entre o OECP e o antibiético OXA
por apresentar a menor taxa de ICIF (0,125) e reducdes da CIM em 16 vezes.

A combinacdo OECP/AMP exibe efeito sinérgico com ICIF igual a 0,375 para
ambas as cepas testadas e reducdes nas concentracdes do Oleo e antibidtico de 4 e

8 vezes, respectivamente (figura 9).

6 DISCUSSAO

Na presente pesquisa o rendimento de OECT e OECP foram de 0,47 e 0,37%
p/p, respectivamente. O aproveitamento apresentado pelo OECT foi menor que
obtidos por Carvalho et al. (2016), igual 2,73% (p/v). Fernandes (2016) apresentou
rendimento igual a 2,73% (p/v). Ja a espécie C. pulegiodorus apresenta valor
proximo ao encontrado em estudo que avalia a agdo antitumoral e larvicida do
OECP com rendimento igual a 0,8% (p/p) (BEZERRA et al. 2009). Entretanto, em
outro estudo de duas espécies de Croton, sendo C. heliotropiifolius e C.
pulegiodorus encontram rendimentos igual a 0,2 e 5% (p/v), respectivamente
(DORIA et al., 2010).

Em ambas as espécies estudadas houve predominéncia de monoterpenos,
uma classe moléculas com elevado nimero de representantes (DORIA et al., 2010).
Desempenham um papel importante na defesa das plantas contra bactérias, fungos
e herbivoros (HERRMANN; WINK, 2011; MEDEIROS et al., 2017). Carvalho et al.
(2016), em sua pesquisa com OECT apresentam como composto majoritario a
canfora (25,49%), com um maior valor de teor desse constituinte do que aquele
descrito neste estudo, 17,76 %. Ja Siqueira (2017), ao avaliar as composi¢des
quimicas dos o6leos de dois gendtipos de C. tetradenius, detectou os mesmos
constituintes dominantes presentes em OECT investigado neste trabalho, porém em
proporcdes diferentes, como p-cimeno (17,55%), canfora (7,25%) e a-felandreno
(4,51%).

Em se tratando do OECP, Torres et al. (2008) obteve 6leo rico em p-cimeno
(22,3%), ascaridol (17,0%) e canfora (13,0%) com acéo larvicida, exatamente 0s
mesmos componentes e constituintes encontrados em estudo que avalia sua agao
antitumoral (BEZERRA et al., 2009).

Vérios fatores podem interferir no metabolismo secundéario das plantas e

modificar consideravelmente a producédo e composicdo dos constituintes do 6leo
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essencial, como sazonalidade, temperatura, ritmo circadiano, luminosidade recebida,
disponibilidade hidrica e de nutrientes, altitude e ataque de patdgenos as plantas
(SILVA et al.,, 2006; NAZARRO et al.,, 2013). Esses fatores podem explicar as
diferencas, quantos os aspectos qualitativos e quantitativos, verificadas entre os
Oleos essenciais utilizadas nessa pesquisa e os 6leos de outros estudos ja
reportados na literatura.

Quanto aos ensaios de atividade antibacteriana, na presente pesquisa foi
possivel verificar que o OECT teve acado bacteriostatica uniforme (4.000 pg/mL) para
todas as cepas de S. aureus testadas, independente do perfil de resisténcia
antibiética. Isso ocorre pelo fato dos OE apresentarem diversos mecanismos de
acao, dificultando o desenvolvimento de resisténcia (NAZARRO et al., 2013;
SWAMY et al.,, 2016). Ja o OECP apresentou acdo bacteriostatica apenas na
concentracéo de 8.000 ug/mL e acgéo bactericida superior a 8.000 pug / mL. Almeida-
Pereira et al. (2019) obtiveram acgdo anti-estafilococica do OECT em concentragdes
(125 - 205 pg/mL). Entretanto, Siqueira (2017) determinou acédo dos 0Oleos de dois
gendtipos de C. tetradenius contra S. aureus e obteve valores de CIM variando entre
2.000 e 5.000 pg/mL. Resultados como esses podem ser atribuidos pela propor¢céo
do componente majoritario ou mesmo por diferenca no quimiotipo dos 6leos, visto
que a interagdo entre 0s constituintes encontrados pode ser responsavel por sua
atividade (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Sabe-se que 0s componentes majoritarios possuem maior efeito sobre a acéo
exercida por determinados 6leos essenciais, assim, por OECT apresentar uma acao
antibacteriana mais acentuada, pode ser associado a elevada presenca de p-cimeno
na sua constituicdo. Outros estudos descreveram a atividade antimicrobiana desse
componente, o qual possui a capacidade de afetar o potencial de membrana de
bactérias (DORMAN; DEANS, 2000; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002; BEN
ARFA et al., 2006). Burt et al. (2007) demonstraram que a¢éo do p-cimeno resultou
em diminuicdo da motilidade celular por reduzir a forga motriz da bomba de préton,
no qual é necesséria para o movimento flagelar (NAZARRO et al., 2013; SWAMY et
al., 2016).

Em estudos similares, o Oleo essencial de folhas e caules de C.
heliotropiifolius, apresentando elevada semelhanca em sua constituicdo quimica
com o OECT e OECP, mostrou efeito contra bactérias Gram positivas e Gram

negativas (ARAUJO et al., 2017). O 6leo essencial de C. limae com quantidades
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significativas de compostos monoterpénicos (cedrol (28,4%), eucaliptol (17,4%), p-
cimeno (4,2%) e B-pineno (3,0%)), mostrou atividade contra bactérias Gram-
negativas com CIM > 1024 pg/mL e contra S. aureus (CIM = 512 pg/mL) (LEITE et
al., 2012).

Em geral, concentracdes subinibitorias de 6leo essencial apresentam uma
interferéncia negativa no crescimento bacteriano (OLIVEIRA et al., 2014; MELO et
al. 2019). Essa acao diferencial também foi observada na curva de crescimento
bacteriano sob exposicdo subinibitorias de OECT e OECP. As células tratadas
mostram claramente um alongamento da fase de lag quando comparada com o
controle que perdurou por quase 20 horas, com énfase para alteracOes
apresentadas pelas bactérias submetidas ao OECT. Em estudo que avalia a
viabilidade celular de isolados clinicos de S. aureus, Siqueira (2017) verificou o
comportamento da cinética de crescimento de cepas de S. aureus submetidas ao
OECT com composi¢do quimica similar a esse estudo, determinando a inibigdo do
crescimento por mais de 24 horas. Esses comportamentos, devem-se ao fato de que
algumas bactérias possuem a capacidade adaptativa de se proteger contra o
estresse causado por ataques, alterando o perfil de acidos graxos de sua membrana
citoplasmatica (MELO et al., 2019). Nesse estudo, a andlise da ASC mostrou que,
para todas as cepas, o OECT interferiu mais no crescimento do que o OECP, com
reducdo em seu nivel de crescimento acima de 70%, quando comparado ao
controle.

Além dos efeitos individuais, os 6leos essenciais podem apresentar efeito
sinérgico entre si, bem como combinados com antibidticos convencionais (ANE;
VUUREN, 2017, LEE; LEUNG; WONG, 2014). Um estudo anterior demonstrou um
efeito sinérgico entre os compostos p-cimeno e carvacrol, sugerindo que a
ocorréncia desse efeito foi devido ao p-cimeno desestruturar a membrana
plasmatica e permitir que o carvacrol fosse facilmente transportado para a célula
(ULTEE, A. et al 2000).

Portanto, essa convergéncia sinérgica aumenta a atividade de 6leo essencial
e antimicrobianos, reduzindo suas concentragbes em formulagbes (ALJAAFARI et
al., 2019). No presente estudo isso foi observado nas combinagdes entre os 6leos
essenciais e os antibiéticos do grupo das penicilinas, 0os quais apresentaram efeito
sinérgico contra cepas MRSA, diminuindo de forma significativa suas CIM individuais

(figura 8 e 9). Em estudo recente, foi verificado o sinergismo entre o 0leo essencial
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das folhas e galhos de Melaleuca armillaris, com o antibiético cloxacilina contra
isolados clinicos de S. aureus. Ainda nesse estudo, verificou-se que o0 6leo é rico em
1,8 cineol, componente quimico abundante em ambas as espécies desse estudo
(BULDAIN et al., 2018). Essa investigacdo corrobora com a de Siqueira (2017), que
ao avaliar a combinacdo do OECT de dois gendtipos com o0s antibiéticos
ciprofloxacino e meropenem contra cepa padrdo de S. aureus, encontrou efeito
sinérgico para todas as combinacgdes. Entretanto, Melo et al. (2019), ao associarem
0 Oleo essencial de O. gratissimum L. e o eugenol com oxacilina com ciprofloxacino,
verificaram efeito aditivo dessas combinacfes para o isolado clinico de S. aureus.

Além da reconhecida importancia e acédo de efeitos sinérgicos, alguns autores
ja confirmam a ideia de que combinacfes que resultam em aditividade também
podem ser tdo eficazes, por apresentar similar capacidade para causar danos na
membrana (YANG et al.,, 2017; MELO et al.,, 2019). Dessa forma, neste estudo
verificou-se efeito aditivo nas combinacdes de ambos os 6leos essenciais e 0
antibiotico BZP e uma acentuada reducdo de sua concentracao (128x) para a cepa
ATCC 700698.

Portanto, apds verificar os efeitos em combinacdo, estudos reforcam e
sugerem a possivel utilizacdo de o6leos essenciais como produtos
biotecnoldgicos na clinica aplicada, individualmente ou associados a antibioticos,
como curativos especiais, formulacfes tépicas, fios de sutura entre outros
(EDMONDSON et al., 2011; LEE; LEUNG; WONG, 2014; ANE; VUUREN, 2017;
GEMEDA et al.,, 2018). Além de novas opcdes para protocolos terapéuticos, a
combinacdo de produtos naturais com antibiéticos convencionais mostrou-se uma
promissora alternativa por serem comparativamente mais econdmicos,
apresentarem maior aceitacdo do publico devido ao uso tradicional, com melhores
propriedades de biodegradabilidade, e ainda, minimizarem concentracbes de
farmacos e reacdes adversas. Pois a combinacdo leva a um efeito sinérgico,
reduzindo significativamente a CIM desses medicamentos e permitindo o uso de
doses mais baixas em cepas multirresistentes para 0 sucesso terapéutico, como
visto na tabela 3 (FERNANDO et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Os OEs provenientes de folhas frescas de C. tetradenius e C. pulegiodorus,
obtidas no Ceard, Brasil, demonstraram atividade antibacteriana contra cepas de S.
aureus com perfil de resisténcia a multiplas drogas. Além disso, foi determinado a
capacidade sinérgica dos OEs combinados entre si e com antibidticos para
aumentar a sensibilidade dos micro-organismos testados a OXA, AMP e BZP, com
énfase na combinacdo OECP + OXA. Considerando os resultados obtidos, sugere-
se a aplicacdo promissora desses 0Oleos essenciais para novas terapias, como
alternativa natural ou combinadas a antibi6ticos clinicos para o tratamento e

profilaxia de doencas infecciosas.
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ANEXOS

ANEXO A - FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS

/W MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Sadde - Comisso Nacional de Etica em Pesquisa ~ CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:

AVAUIAGAO ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DO OLEO ESSENCIAL DE PLANTA DO NORDESTE BRASILEIRO CONTRA ISOLADOS
CLINICOS DE Staphylococcus aureus

2 Namero de Participantes da Pesquisa: 4

3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento:

Multidisciplinar/Biotecnologia

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

VICTOR ALVES CARNEIRO

6. CPF; 7. Endereco (Rua, n®)

461.719.673-00 JOAQUIM TORRES JOAQUIM TAVORA 550 FORTALEZA CEARA 60135130
8. Nacionaiidade: 9. Telefone 10. Outro Telefone: 11. Emai.

BRASILEIRO (85) 3252-8721 viktorcarneiro@gmasl com

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprivel 0s requisitos da Resolug3o CNS 466/12 e suas complementares. Comp e 2
utilzar 08 matenais ¢ dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protoccio ¢ a publicar 0s resultados sejam eles favordvess ou ndo,
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INSTITUTO SUPERIOR DE TEOLOGIA 03,365.403/0001-22 ’) y

APLICADA - INTA YALPLAR-
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17. Nome:
INTA

18. Teletone: 19. Outro Telefone.
7794 INSTITUTO SUPERIOR DE TECLOGIA APLICADA - (68) 3614-3232 (86" %q'éq_%
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ANEXO B - CARTA DE ANUENCIA PARA COMITE DE ETICA EM PESQUISA

&\\l\( \\\
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FILIADA A CONFEDERACAO DAS MISERICORDIAS DO BRASIL
Certificaca como Hospital de Enswno pels Portana Interministenal n® 2.576 de 10V102007
DEPARTAMENTO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - DEPE

Sobral (CE), 06 de setembro de 2018.

CARTA DE ANUENCIA PARA COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa intitulado “AVALIAGAO
ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DO OLEO ESSENCIAL DE PLANTA
DO NORDESTE BRASILEIRO CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS", sob responsabilidade do(a) orientador(a)
Prof. Dr. Victor Alves Carneiro, atende ao protocolo para realizacio de
pesquisa desta instituicdo, obtendo Parecer Favoravel desta Comisséo de
Pesquisa para sua realizag8o. A pesquisa foi submetida ao Departamento de
Ensino, Pesquisa e Extensdo no més de junho/2018 e terd como campo de
coleta de dados a Santa Casa de Misericordia de Sobral, durante o periodo
de novembro de 2018, conforme cronograma em anexo.

Alenciosamente,
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?‘° W ;_(s

7t
géj 0 G‘\:\t\"““ i
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Me. Lia Gomes da Frota Mdchado
Coordenadora da Comisséc de Pesquisa
Santa Casa de Misericérdia de Sobral

Rua Anténio Cnséstomo de Melo, 919. Centro - Sobeal = Ceard
CEP: 62.010.550 Tel: (88) 31120400 FAX: (88) 31121908



ANEXO C: TERMO DE FIEL DEPOSITARIO
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SANTA CASA
DI M RICORDIA

DE SOBRAL

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

Eu, Dr. Cristiano Aratjo Costa, diretor técnico da Santa Casa de Misericordia
de Sobral (SCMS), fiel depositario da base de dados do setor de microbiologia do
Laboratério Fernando Mendes situado em Sobral, declaro que o pesquisador-
orientador Victor Alves Carneiro e a pesquisadora-orientanda Ramaiana Soares
Melo estdo autorizados a realizar neste setor hospitalar o projeto de pesquisa:
Avaliag@o antimicrobiana e antibiofilme do éleo essencial de planta do nordeste
brasileiro contra isolados clinicos de Staphylococcus aureus, cujo objetivo geral &
avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofime do 6leo essencial extraido de planta
do nordeste brasileiro contra isolados clinicos de S. aureus da Santa Casa de
Misericordia de Sobral (SCMS).

Adicionalmente, esse projeto consiste em utilizar isolados clinicos presentes no
laboratério de microbiologia isolados de oriundos de amostras de fluidos corporais,
feridas elou ponta de cateter como parte da rotina de exames do hospital, como
também obter informagdes da origem da cepa bacteriana e a anélise do perfil de
resisténcia aos antimicrobianos. A obtencdo do material (cepas bacterianas) e
informagdes sobre as cepas sera realizada apés aprovagéo pelo CEP,

Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros
assegurados pela resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Sadde da garantia
da confidencialidade, do anonimato e da néo utilizagao das informacdes em prejuizo
dos outros e do emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.

Informo-Ihe ainda, que a pesquisa somente ser4 iniciada apés a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa - CEP, para garantir a todos os envolvidos os

referenciais basicos da bioética, isto €, autonomia, ndo maleficéncia, benevoléncia e
justica.

sobral, OA de _ JAv e, de 2014
SR panta Casade M. do

Dr. Cristiano Araujo Costa (assinatura e carimbo)

n
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ANEXO D: EXSICATA (N° HUVA 21629) Croton tetradenius Baill.

Crnolon tetnadenive Boll

| Det;: ©.C. Tonnen ~ ¥ev. [Qoit
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Croton puleqddonws Baul

| Det: D.C. Tonnes — Fev-[JOIY

ANEXO E: EXSICATA (N° HUVA 21374) Croton pulegiodorus Baill.

e
Universidade Estadual Vale do Acarad

Herbario Prof. Francisco José de Abreu Matos - HUVA

i
e

|| Euphorbiaceae

|| “velame rasteiro”

Croton sp.
Del.; F.F. Aravjo Nepomuceno, Nov. /2016

Brasil, Ceard. Mun. Groairas. Sitio Bela Vista

Subarbusto 1,2 m alt

Col.: Diones s/n

09.11.2016
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ANEXO F: CROMATOGRAMA E TABELA DE CONSTITUINTES SECUNDARIOS

DO OECT
User Chromatograms
Fragmentor Voltage Collision Energy 0 Ionization Mode Unspecified
x10 6 |* TIC Scan OEVM_UVA_CGQD1394.d
8 10. p-Cimeno: 28,24%
TR: 5,491
6
8. a-Felandreno: 8,98%
TR: 5,077
4 15. Canfora: 17,76%
TR: 8,487
2
0 il il L o lll. L -
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Counts vs. Acquisition Time (min)

Pico Tr GC/MS Constituintes %
1. 3,697 Tricicleno 0,59
2. 3,735 a-Tujeno 1,18
3. 3,862 a-Pineno 4,58
4, 4,11 Canfeno 1,79
5. 4,511 Sabineno 0,38
6. 4,594 B-Pineno 0,40
7. 4,765 B-Mirceno 2,52
8. 5,077 a-Felandreno 8,98
9. 5,325 a-Terpineno 5,43
10. 5,491 p-Cimeno 28,24
11. 5,586 D-Limoneno 4,97
12. 5,65 1,8-Cineol 3,92
13. 6,248 y-Terpineno 6,24
14. 7,005 Terpinoleno 0,31
15. 8,487 Canfora 17,76
16. 8,824 Isoborneol 1,90
17. 9,079 Borneol 0,76
18. 9,41 Terpinen-4-ol 2,65
19. 9,823 a-Terpineol 1,07
20. 11,204 trans-Acetato de crisantenila 5,08
21. 12,635 Acetato de isobornila 0,20
22. 13,85 Acetato de mirtenila 0,39
23. 16,694 [-Cariofileno 0,13
24. 17,719 a-Humuleno 0,26
25. 21,523 Espatulenol 0,27
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ANEXO G: CROMATOGRAMA E TABELA DE CONSTITUINTES SECUNDARIOS
DO OECP

Chromatogram OE G:\Dados_Geovany MS07junl$\OEVR_Geovany.qgd

8. a-terpineno: 19,21%
~ TR: 5,905

22. trans-Acetato de crisantenila: 27,05%
TR: 12,331

9. o-cimeno: 12,27%

/ TR: 6,083

A "’Mwﬁ »J%*‘»i\lf o “—1 o ',Li, i LSNRRRIS RN

10.0 20.0 30.0 34.0

P

min
Pico Tr GC/MS Constituintes %
1 4,135 a-tujeno 1,00
2 4,287 a-pineno 0,74
3 4,572 canfeno 0,24
4 4,996 sabineno 0,53
5 5,103 B-pineno 0,58
6 5,261 B-mirceno 3,65
7 5,633 a-felandreno 2,94
8 5,905 a-terpineno 19,21
9 6,083 o-cimeno 12,27
10 6,188 d,l-limoneno 1,64
11 6,277 1,8-cineol 3,33
12 6,579 B-trans-ocimeno 0,22
13 6,920 y-terpineno 9,51
14 7,717 terpinoleno 0,83
15 7,977 ?2?7?7? -
16 9,138 ??77? -
17 9,399 canfora 0,35
18 9,617 2?7?77 -
19 9,756 isoborneol 0,63
20 10,352 terpinen-4-ol 1,68
21 10,753 a-terpineol 0,89
22 12,331 acetato de trans crisantenila 27,05
23 14,47 ?2?7?7? -
24 17,263 B-elemeno 0,92

25 19,288 a-humuleno 0,36
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APENDICES

APENDICE A: FORMULARIO DE COLETA DE INFORMACOES

FORMULARIO DE COLETA DE INFORMACOES

Nome do pesquisador responsavel: Victor Alves Carneiro

Titulo do projeto: Avaliagdo antimicrobiana e antibiofilme do Oleo essencial de
planta do nordeste brasileiro contra isolados clinicos de Staphylococcus aureus.
Local de coleta dos dados: Laboratério de Microbiologia da Instituicdo Santa Casa
de Misericordia de Sobral.

Tipo de estudo e modo de coleta: Trata-se de um estudo experimental in vitro,
mas que necessita da coleta de dados retrospectivos via sistema integrado ao
VITEK®2 sobre o perfil de resisténcia antimicrobiano das cepas bacterianas que

serdo utilizadas para o estudo e coleta de cepas bacterianas da rotina laboratorial.

INFORMACOES DAS CEPAS BACTERIANAS

1. Material onde a cepa foi isolada (fluidos corporais, ferida ou ponta de cateter):

S. aureus 1:

S. aureus 2:

S. aureus 3:

S. aureus 4:

ANTIBIOGRAMA

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e as concentragdes inibitérias minimas

correspondentes
Espécie bacteriana Antimicrobiano testado
Gram-positiva BZP cIp CLIN ERT GNT LIN MOX NOR OXA RIP
S.aureus 1
S. aureus 2

S. aureus 3
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S. aureus 4

ANTIBIOGRAMA

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e as concentragdes inibitorias minimas

correspondentes

Espécie bacteriana

Gram-positiva

Antimicrobiano testado

TEI

TIG

TRIM+SUL

VAN

AC. FUS.

S. aureus 1

S. aureus 2

S. aureus 3

S. aureus 4

*Benzilpenicilina (BZP), ciprofloxacina (CIP), clindamicina (CLIN), eritromicina (ERT), gentamicina
(GNT), linezolida (LIN), moxifloxacina (MOX), norfloxacina (NOR), oxacilina (OXA), rifampicina (RIP),

teicoplanina (TEI), tigeciclina (TIG), trimetoprim/sulfametoxazol (TRIM+SUL), vancomicina (VAN) e

4cido fusidico (Ac. Fus.)




APENDICE B: SOLICITACAO DE DISPENSA DO TERMO DE
CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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APENDICE C - TERMO DE UTILIZACAO DE DADOS
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