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RESUMO

Os microrganismos anaerébios constituem um importante grupo bacteriano implicados
na etiologia de diversos processos infecciosos, sendo considerados potenciais patogenos
oportunistas. Dentro deste grupo destacam-se os bastonetes Gram negativos, bactérias
associadas com doengas periodontais, abscessos e infecgdes de ferida cirtirgica. Como
alternativa para o tratamento dessas infecgdes, o uso de plantas medicinais tem ganhado
for¢a, uma vez que muitos desses patdgenos estdo se mostrando resistentes as terapias
antibacterianas usuais. Diante disto, este estudo teve por objetivo investigar a atividade
antibacteriana in vitro do o6leo essencial (OE) de Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng contra cepas de bacilos Gram negativos anaerdbios. Para tanto, o OE foi obtido
por hidrodestila¢do e analisado por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro
de massa. Sua concentraggo inibitoria minima foi determinada pelo método de diluiggo
em agar e os efeitos da sua agéio sobre a parede celular e membrana plasmatica foram
analisados por microscopia de forga atdmica. Apos andlise do OE, o carvacrol foi o
componente majoritario (90,5%). Os valores obtidos de concentra¢do inibitéria minima
e concentragdo bactericida minima variaram respectivamente, entre 64-128 ug/mL e a
curva de crescimento bacteriano apontou um sugestivo efeito bactericida e
bacteriostatico. Portanto, estes resultados sugerem que o Oleo essencial de P.
amboinicus possui atividade contra bacilos Gram negativos anaerébios. Tais dados
ainda sdo corroborados pela utilizagdo desta planta na medicina popular para o

tratamento de infecgGes causadas por outros bacilos Gram negativos.

Palavras-chave: Plectranthus amboinicus. Bacilos Gram negativos anaerdbios. Oleo
essencial. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The anaerobic microorganisms are an important bacterial group involved in the
aetiology of various infectious processes, being considered powerful opportunistic
pathogens. Inside this group the gram negative bacteria associated with periodontal
disease, abscess and wound infection stand out from the others. As an alternative for the
treatment of these infections, the use of medicinal plants has gained strength, since
many of these pathogens are proving resistant to usual antibacterial therapy. Therefore,
this study aimed to investigate the in vitro antibacterial activity of essential oil (EO) of
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng against anaerobic Gram negative strains
involved with those diseases. Thus, the EO was obtained by hydrodistillation and
analized by gas chromatography mass spectrometry. The minimal inhibitory
concentration was determined by the agar dilution method and the effects of their action
on cell wall and cell mambrane was examined by atomic force microscopy. After
analisys of the EO carvacrol (90.5%) was the major component. The rates of minimal
inhibitory concentration and minimal bacterial concentration range respectively,
between 64-128 ng/ml and the bacterial kill curve showed a suggestive bacteriostatic
and bactericidal effect. These results suggest that the P. amboinicus essential oil has
activity against Gram negative anaerobes. These data corroborate with the use of this
plant in the folk medicine for the treatment of infections caused by other Gram negative

bacteria.

Key words: Plectranthus amboinicus. Gram negative anaerobes. Essential oil.
Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Microrganismos anaerébios

Os microrganismos anaerobios constituem também um importante grupo de
patégenos bacterianos implicados na etiologia dos mais diversos processos infecciosos.

O fendmeno biolégico da anaerobiose foi descrito em 1861 por Pasteur que
cunhou o termo anaerdbios (anaérobies) para microrganismos que ndo requerem
oxigénio para seu crescimento (CITRON, 2001). Coube a Veillon e Zuber (1898) o
isolamento do primeiro microrganismo anaerdbio de um processo infeccioso. A partir
de entdo ocorreu um avango no estudo destes microrganismos, em especial dos
anaerobios esporulados do género Clostridium, por serem responsaveis por quadros
clinicos graves e especificos associados & produgdo de toxinas, como o tétano,
botulismo, entre outros. Os demais géneros de bactérias anaerdbias ndo esporuladas de
importancia médica causam quadros clinicos inespecificos e compreendem espécies da
microbiota humana, especialmente do meio ambiente oral, do trato gastrintestinal e trato
geniturindrio, porém nas tultimas décadas tém sido reconhecidas como causadoras de
significativa morbidade e mortalidade mundialmente (FINEGOLD, 1995).

Segundo Bartlett (1989), o declinio nas pesquisas sobre bactérias anaerdbias
ocorreu com o advento dos antimicrobianos e com o surgimento das duas grandes
guerras mundiais na primeira metade do século XX e recrudesceu na década de 60,
provavelmente devido a simplificagdo nas técnicas de isolamento e cultivo de bactérias
anaerobias, tendo a escola americana um importante papel no desenvolvimento destes
avangos tecnolégicos. Atualmente, sdo utilizadas como técnicas e instrumentos para o
cultivo e isolamento de bactérias anaerdbias a jarra Gas Pak ®, a cAmara de anaerobiose
para manuten¢do de anaerobiose continua, o sistema de meios pré-reduzidos e
esterilizados em anaerobiose e os envelopes geradores de anaerobiose (KONEMAN et
al., 2008).

Hoje, sabe-se que a maioria das infec¢des anaerdbias humanas sfo causadas por
microrganismos anaerdbios da microbiota da pele, trato gastrintestinal, meio ambiente
oral e trato geniturinario. Os anaerébios ndo esporulados, particularmente os bastonetes
Gram negativos, estdo envolvidos numa frequéncia pelo menos dez a quinze vezes

maior que os anaerobios do género Clostridium (FINEGOLD, 1995).
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1.2 Bacilos Gram negativos anaerdbios
1.2.1. Aspectos taxonémicos

Nos ultimos anos os bacilos Gram negativos anaer6bios passaram por varias
mudangas taxondmicas decorrentes da introdugfo de novos métodos para identificagfo
destas bactérias, principalmente através de estudos de homologia de DNA e
sequenciamento da regido 16S do RNA ribossomico (RNAr). As principais mudancas
ocorreram particularmente no género Bacteroides, que atualmente é composto apenas
por bacilos Gram negativos resistentes a bile. Os bacilos Gram negativos, sacaroliticos
pigmentados e ndo pigmentados, outrora desse género, foram transferidos para o género
Prevotella e as espécies assacaroliticas pigmentadas para o género Porphyromonas
(JOUSIMIES-SOMER; SUMMANEN, 2002).

O género Bacteroides compreende 22 espécies, das quais Bacteroides fragilis e
Bacteroides thetaiotaomicron sdo os patdgenos proeminentes (WEXLER, 2007). Em
1974, no Manual Bergey de Determinagdo Bacterioldgica, estudos morfolégicos e
fisiologicos realizados por Holdeman e Moore subclassificaram as espécies de B.
fragilis em B. fragilis subespécie vulgatus, B. fragilis subsp. distasonis, B. fragilis
subsp. ovatus, B. fragilis subsp. thetaiotaomicron, B. fragilis subsp. eggerthii ¢ B.
Jragilis subsp. uniformis. Posteriormente, com o advento da biologia molecular,
verificou-se que essas subespécies eram geneticamente distintas, voltando a vigorar a
classificagdo como espécies do género Bacteroides incluidas no grupo B. fragilis
(CATO; JOHNSON, 1976).

Em 1984, o grupo B. fragilis era constituido de sete espécies: B. fragilis, B.
distasonis, B. eggerthii, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. uniformis e B. vulgatus. Em
1986, trés novas espécies foram adicionadas ao grupo: B. caccae, B. merdae ¢ B.
stercoris e em 2005 varias espécies foram incorporadas ao género, incluindo B.
goldsteinii, B. nordii, B. salyersai, B. plebeius, B. coprocola, B. massiliensis. Em 2006,
a partir de estudos realizados em ceco de galinha, outras trés novas espécies foram
adicionadas e, no mesmo ano, houve uma reclassificagdo taxondmica para um novo
género e as espécies B. merdae, B. distasonis e B. goldsteinii foram incorporadas ao
novo género denominado Parabacteroides (BOENTE et al., 2010).

O género Fusobacterium (do latim fusos, alongado) foi proposto por Korn em
1923 para bacilos pontiagudos ndo esporulados e Gram negativos (Figura 1b). Pertence
a familia Fusobacteriaceae que compreende cinco subespécies: F. nucletaum subsp.

nucleatum, F. nucleatum subsp animalis, F. nucleatum subsp fusiforme, F. nucleatum
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subsp polimorphum e F. nucleatum vincentii. As fusobactérias sdo diferentes dos
bacteroides pela produg@o de quantidades maiores de acido m-butirico. A espécie F.
nucleatum € a mais frequente em infec¢es humanas, sendo isolada do meio ambiente
oral, trato respiratdrio superior, gastrintestinal e geniturindrio feminino. As espécies do
género Fusobacterium mais comumente isoladas a partir de mucosas séo F. nucleatum e
F. necrophorum que, embora sejam comensais, podem atuar como patdgenos
oportunistas, estando implicados em diversas infecgdes que acometem o homem e

outras espécies animais (CITRON, 2002).

1.2.2 Aspectos morfolégicos e fisiologicos

Dentre as bactérias anaerdbias, as espécies do grupo B. fragilis tém como
caracteristica a aerotolerancia e apesar de nfio crescerem na presenga de oxigénio,
podem sobreviver a sua exposigdo por tempos prolongados, devido a presenca de
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) que lhes conferem alta resisténcia a
oxidagdo (MEEHAN; MALAMY, 2011). Esta caracteristica explica em parte a maior
frequéncia de isolamento destas espécies em infecgdes extraintestinais, infecgdes de
ferida cirtrgica, pé diabético, bacteremia, entre outras (BROOK, 2010).

Durante muitos anos, bactérias anaerdobias foram definidas como
microrganismos que s6 poderiam crescer na auséncia de oxigénio. Entretanto, no ano de
1969, Loesche propds uma nova classificagdo para bactérias anaerdbias, baseada no
gradiente de concentragdo de oxigénio presente na natureza. Segundo o autor, a
concentragdo de oxigénio varia de 0 a 21% e se distribui nos mais variados nichos
ecoldgicos. As bactérias anaerébias diferem na sua sensibilidade ao oxigénio e segundo
sua classificagdo podem ser divididas em dois grupos: anaerdbias estritas, incapazes de
crescer em ambientes com concentragdo de oxigénio maior que 0,5% e anaerdbias
moderadas, capazes de crescer em ambiente contendo 2 a 8% de oxigénio e, ainda
podem ser expostas ao oxigénio ambiental por aproximadamente 60 a 90 minutos sem
perder sua viabilidade.

Walden e Hentges (1975), estudando os efeitos do oxigénio e do potencial de
oxido-redugdo (Eh) na multiplicagdo de bactérias anaerébias, concluiram que a
eliminag@o do oxigénio do ambiente de cultivo é provavelmente mais importante que
um Eh negativo. O oxigénio é um dos componentes que influenciam o Eh do habitat e
sua agdo inibitéria € geralmente atribuida a sua capacidade de aumentar o potencial

redox. Mesmo que o oxigénio seja totalmente retirado do ambiente, alguns anaerébios
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ndo irdo crescer se o potencial redox for alto demais. Da mesma forma, algumas
bactérias podem tolerar concentragdes elevadas de oxigénio se o Eh for mantido em
niveis baixos (MARSH; MARTIN, 2009). A explicagdo para a intolerdncia estaria
relacionada a reatividade do oxigénio e de seus radicais livres, que se formam durante o
metabolismo bacteriano e a auséncia ou a presenga em reduzidas concentragdes de
enzimas como CAT e SOD.

Ja para Imlay (2008), este modelo tradicional ¢ insustentavel, visto que na
natureza nenhum habitat € totalmente livre da incursdo ocasional do oxigénio. Nas
ultimas décadas, com o sequenciamento do genoma de muitas bactérias, em especial das
anaerobias, foi descrito que outras enzimas como superéxido redutase e peroxidase
podem atuar como neutralizadoras do oxigénio e seus metabélitos. Experimentos
realizados com bactérias anaerdbias do género Clostridium, tém demonstrado que elas
possuem estas enzimas neutralizadoras, porém a presenga de uma molécula repressora
dificulta a resposta na presenga do oxigénio e outros compostos téxicos. De um modo
geral, tem sido aceito que os anaer6bios causadores de doenga sio capazes de tolerar
exposi¢do ao oxigénio e que a CAT e SOD inativam o peréxido de hidrogénio e radicais
livres superdxidos, respectivamente, presentes em muitas amostras patoldgicas
(WALDEN; HENTGES, 1975).

Bactérias do grupo Bacteroides fragilis sdo quimioheterotréficas e sacaroliticas,
ndo formadoras de esporos, Gram negativas, imdveis, pequenas e pleomérficas, com
extremidades arredondadas, apresentando didmetro de 0,5-0,8pum e 1,5-4,5um de
comprimento, sendo a maioria das cepas encapsuladas. Fazem parte da microbiota do
intestino do homem e de outros animais, principalmente no célon (KONEMAN et al.,

2008) (Figura 1a).
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.

Fonte: MENDES, 2011

Figura 1. Aspecto morfotintorial de esfregago de cultura microbiana corado pelo método de
Gram, utilizando objetiva de imersdo (aumento de 100 x). (a) Bacteroides fragilis ATCC 25285
e (b) Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.

As bactérias anaerdbias crescem em meios de cultura contendo carboidratos,
amoOnia, hemina, vitamina B12, sais orgénicos e agentes redutores. Uma caracteristica
das espécies do grupo B. fragilis consiste no estimulo de seu crescimento pela bile, que
funciona como base para seu cultivo em meio seletivo, bastante utilizado no isolamento
a partir de fezes ou materiais clinicos. Sdo ainda bactérias onde seus produtos de
fermentacdo de carboidratos sfo o lactato, succinato, acetato e propionato cuja analise
por cromatografia gasosa permite a diferenciagdo das espécies (KONEMAN et al.,
2008).

O género Fusobacterium compreende bacilos fusiformes, Gram negativos,
fracamente fermentadores de carboidratos que produzem butirato como principal
produto final do seu metabolismo. Em geral, estes microrganismos metabolizam
pequenos peptideos ou, preferencialmente, aminoacidos, como o glutamato, sua
principal fonte de energia (SUMMANEN, 1993; KONEMAN et al., 2008) (Figura 1b).

Porphyromonas gingivalis sdo cocobacilos Gram negativos, pleomorficos,
componentes naturais da microbiota oral e agente causador de doenga periodontal
(exemplo: periodontite), otite media cronica e apendicite perfurativa. Apresentam
limitada capacidade de fermentar carboidratos e ampla capacidade proteolitica. P.
gingivalis invade e se replica em células endoteliais humanas, produzindo uma matriz
de fatores de viruléncia, incluindo proteases extracelulares, como colagenase e
fosfolipase A. Para invadir as células hospedeiras, as fimbrias bacterianas se conectam a

receptores celulares do tipo B1-integrina (YILMAZ, 2008).
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Prevotella intermedia, antes denominada Bacteroides intermedius, sio bacilos
curtos, imoveis, ndo esporulados e quimiorganotréficos, que fermentam alguns
carboidratos e apresentam atividade proteolitica. As bactérias do género Prevotella
estdo bem adaptadas a ambientes estritamente anaerdbios do trato gastrintestinal e do
sulco gengival. Acredita-se que sua capacidade de resposta ao estresse oxidativo figure
como uma adapta¢do importante durante o processo de saida do ambiente anaerdbico
natural para colonizar tecidos mais oxigenados, bem como resistir aos eventos
oxidativos do sistema imunolégico do hospedeiro (SANTOS, 2007). Essas bactérias
participam da etiologia da gengivite e outras patologias da cavidade oral. (BROOK,
2009).

1.2.3 Patogenicidade

As bactérias anaerébias s3io potentes patdgenos oportunistas, podendo ser
isoladas de diversos tipos de infecgdo em humanos e em outros hospedeiros animais. A
grande maioria dessas infec¢des ¢ originaria de desequilibrios nas populagdes da
microbiota anfibiéntica. No trato intestinal humano, mais especificamente no célon, as
bactérias anaerdbias obrigatérias superam as bactérias anaerébias facultativas numa
proporgdo de 1000:1 e, aproximadamente 65% desta populagdo microbiana pertence ao
género Bacteroides. As bactérias anaerdbias de relevéncia clinica pertencem a poucos
géneros, os Gram-negativos e o grupo Bacteroides fragilis sdo os mais importantes,
seguido por Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium spp. € Bilophila spp.
(JOUSIMIES-SOMER et al., 2003; WEXLER, 2007).

Os mecanismos de participagdo dos microrganismos anaerdbios, em especial dos
bacilos Gram negativos, na patogénese de muitos processos infecciosos na clinica
humana e veterindria ainda sfo muito discutidos (GAETTI-JARDIM et al., 2010). A
espécie B. fragilis responde por 0,5% da micobiota do célon, entretanto é o anaerdbio
mais isolado de infec¢do humana, explicado pela produgdo de potentes fatores de
viruléncia. Entre os bacilos Gram negativos anaerébios, € 0 mais estudado em relagfio a
patogenicidade, fator de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos (OYSTON,

HANDLEY, 1991).
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a) Infeccdes intra-abdominais

Uma das infecgdes em que mais frequentemente participam os bacilos Gram
negativos anaerébios, principalmente as espécies do grupo B. fragilis, sdo as infecgdes
intra-abdominais, que ocorrem apds a entrada de microrganismos na cavidade
peritoneal, geralmente a partir de um trauma (HAO; LEE, 2004). Estas infecgdes séo
geralmente acompanhadas por deposi¢io de fibrina na cavidade abdominal. Tal
fendmeno pode conduzir a formagio de aderéncias e abscessos. Os abscessos
abdominais séo geralmente polimicrobianos, no entanto, em 70% dos casos o principal
agente etioldgico sdo as bactérias anaerdbias. O B. Jragilis ¢ o microrganismo mais
encontrado, seguido pelos cocos anaerdbios e Clostridium sp. (TZIANABOS et al.,
1993).

b) Infeccdes de pé diabético

Ulceras nos pés estdo entre as principais causas de morbidade em individuos
diabéticos, representando a causa mais comum de internagdo nesta populagdo
(CARAVAGG I et al., 2009). Geralmente sua etiologia ¢ de origem polimicrobiana. Nas
infecgbes mais superficiais, as bactérias aerdbias sdo os organismos proeminentes, no
entanto, nas infecgdes mais profundas, anaerébios Gram negativos sdo mais
frequentemente encontrados.

Num estudo realizado por Viswanathan et al. (2002) sobre prevaléncia de
patégenos em ulceras de pé diabético, foi demonstrado que patogenos anaerdbios
representaram 33,2% dos isolados, e ainda, que tlceras infectadas por estes, requerem
um tempo de cura maior que ulceras infectadas por microrganismos aerébios.

No Brasil, Carvalho et al. (2004) realizaram um estudo microbioldgico em
pacientes com pé diabético atendidos no Centro de Referéncia de Diabetes e
Hipertensdo de Fortaleza no Ceara. As bactérias mais isoladas foram

Enterobacteriaceae (83,7%), S. aureus (43,3%) e bacilos Gram negativos anaerdbios
(17%).

¢) Infeccdes de ferida cirargica
As feridas sdo ambientes ideais para a formagio de biofilmes, devido a sua

susceptibilidade a contaminagfo, disponibilidade de substrato e superficie para a
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fixag@o. InfecgOes de feridas cronicas compartilham dois atributos importantes com
outras doengas por biofilme: infecgdo persistente, que ndo é eliminada pelo sistema
imune do hospedeiro e resisténcia & terapia antimicrobiana tépica e sistémica. As
primeiras evidéncias de que bactérias em feridas cronicas estfio sob a forma de biofilme
foram baseadas na visualizagdo de agregados bacterianos nestes ferimentos através da
microscopia eletrénica (BJARNSHOLT, GIVSKOV, 2010). James et al. (2008)
demonstraram a presenca de grande quantidade de agregados microbianos
(microcol6nias) em feridas cronicas quando compararam estes achados com os obtidos
em feridas agudas, utilizando a microscopia eletrdnica.

O risco de contaminagdo de uma ferida cirtrgica quando feita assepsia ¢ de 1 a
5%, enquanto € estimado em 27% o risco de infecgfio apés uma cirurgia contaminada.
Infecgdes de ferida cirurgica refletem a microbiota do érgdo que foi manipulado. As
infecgdes de feridas cirtrgicas abdominais sdo polimicrobianas e envolvem
microrganismos aerobios e anaerobios (BOWLER et al., 2011).

Os anaert6bios, particularmente o B. fragilis, estio presentes em feridas
cirurgicas abdominais infectadas e pé diabético, tendo sido relatada diferentes praticas
para o tratamento destas feridas, dentre estas podemos mencionar a utilizagéo de
produtos naturais e antissépticos. O tratamento de feridas infectadas continua sendo um
tema de grande importancia médica, particularmente na prética cirtirgica, numa época
em que o uso indiscriminado de antimicrobianos tem dificultado o tratamento hospitalar
dos pacientes, com repercussdo no aparecimento cada vez maior de microrganismos
resistentes a estes fairmacos (NAGOBA et al., 2008).

Na atualidade, ha disponivel comercialmente mais de 2000 produtos para tratar
feridas, o que torna a escolha do curativo uma tarefa dificil e desafiadora (NEWTON,

2000; OUSEY; MCINTOSH, 2009).

1.2.4 Viruléncia

Fatores de viruléncia sdo atributos dos microrganismos que contribuem para sua
patogenicidade. Os principais fatores de viruléncia associados com patdgenos
anaerobios, assim com outros patgenos sdo: capsula, adesdio e invasdo as células do

hospedeiro, toxinas, produg@io de metabélitos, enzimas de defesa antioxidante e biofilme

(OLSEN; DAHLEN, 2004).
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a) Capsula

Os polissacarideos capsulares, quando presentes, podem interferir na atuacio do
sistema imunolégico do hospedeiro, reduzindo a habilidade fagocitaria dos
polimorfonucleares. O complexo polissacaridico capsular de B. fragilis é o maior fator
de viruléncia na formagdo de abscessos. Inje¢des experimentais de polissacarideo
capsular purificado em modelos animais germ-free induziram a formacfo de abscessos

contribuindo para sua viruléncia (BABB, CUMMINS, 1978; COYNE et al., 2000).

b) Adesdo e invasio as células do hospedeiro
B. fragilis e outros Bacteroides spp. e P. gingivalis sdo capazes de aderir as
células epiteliais e moléculas extracelulares (fibrinogénio, fibronectina, lactoferrina).
Adesinas semelhantes a lectinas foram demonstradas em B. fragilis (OYSTON;
HANDLEY, 1991).
As fimbrias desempenham importante papel na interagfo entre bactéria e célula
hospedeira. Segundo Xie et al. (2004) a fimbria de P. gingivalis possui varias atividades
biologicas, incluindo: imunogenicidade, ligagdo & varias proteinas do hospedeiro,

estimulagéo da produgdo de citocinas e reabsorgio dssea.

¢) Toxinas

O lipopolissacarideo (LPS) também denominado de endotoxina é o maior fator
de viruléncia presente em bactérias Gram negativas, determinando efeitos biolégicos
que resultam na amplificagéo das reagdes inflamatorias. Sua liberagdo ocorre quando as
bactérias se multiplicam ou quando sdo fagocitadas e degradadas por células de defesa
(TUIN et al., 2006). O LPS presente em B. fragilis é estruturalmente diferente do LPS
classico encontrado em bactérias como a Escherichia coli embora tenha sido
demonstrado toxicidade. Este, assim como a cdpsula, pode atuar como adesina,
permitindo o estabelecimento da bactéria em um sitio infeccioso (MANCUSO et al.,
2005).

As amostras de B. fragilis enterotoxigénicas que causam diarréia, produzem uma

toxina termolabil dependente de zinco, a metaloprotease (BFT — toxina do B. fragilis).
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Esta toxina causa alteragdes morfoldgicas no epitélio intestinal por meio de rearranjo da
F-actina, resultando na estimulagfo da secregdo de cloretos e consequente perda de

eletrolitos (SEARS, 2009).

d) Producio de metabolitos

A produgéo de enzimas extracelulares como hialuronidases, proteases, DNAses,
colagenases, neuraminidases, heparinases e fosfolipases, capazes de promover hidrélise
nos tecidos do hospedeiro, alterando e destruindo as células e promovendo ainda a
invasdo, sdo alguns metabdlitos produzidos por patdgenos anaerdbios, como 0s
pigmentados (OLSEN; DAHLEN, 2004). Em, B. fragilis a hialuronidase e acondroitina
sulfatase parecem estar em maior quantidade e atuam desorganizando a matriz
extracelular (MEC). A neuraminidase, que é o produto do gene nanH em espécies de
Bacteroides, quebra glicoproteinas presentes no muco, gerando glicose livre, sendo
aproveitada pelas bactérias. Esta enzima, também denominada sialidase, remove o 4cido
sidlico de células eucaridticas, expondo assim, os sitios de adesdo (BERG et al., 1983).

Os 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o 4cido succicinico, produto
final do metabolismo fermentativo de B. fragilis, inibem a fagocitose e a morte
intracelular. Podem ainda, inibir a ativagdo de neutréfilos e induzir apoptose de

macréfagos (KURITA-OCHIAI et al., 1998).

e) Enzimas de defesa antioxidante

A presenga das enzimas CAT e SOD, agentes neutralizadores do oxigénio e seus
metabolitos, ajudam a criar ambientes anaerdbicos Otimos para proliferagdo de
patdgenos anaerobios. A enzima SOD € um importante fator de viruléncia, porque
neutraliza espécies reativas de oxigénio que sfo produzidas durante o contato celular
com o O3 e, portanto, promove a existéncia de patdgenos anaerdbios em tecidos vivos
durante o periodo inicial da infec¢dio, antes do desenvolvimento de condigdes
anaerobias Otimas para o crescimento destes microrganismos (BRIOUKHANOV;
NETRUSOV, 2004).

A CAT, enzima presente em todos os aerdbios e em muitos anaerdbios
aerotolerantes, protege as células contra o efeito oxidativo do H,O, e, atualmente tem

sido bastante estudada em microrganismos aerdbios, no entanto, pouco se conhece nos
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anaerobios. Antigamente, pensava-se que bactérias anaerébias nio poderiam crescer em
condigdes aerdbias por auséncia da CAT e que em suas células havia acaimulo de H,0,,
porém, alguns anaerébios estritos séo conhecidos por conter quantidades pequenas de
catalase (ZAMOCKY et al., 2008). N#o esta claro se a auséncia da atividade de CAT
em alguns microrganismos est4 associada com a auséncia do gene correspondente ou

com a sua expressdo apenas sob certas condigdes (IMLAY, 2008).

f) Biofilme

A espécie B. fragilis adere a parede intestinal do hospedeiro como mecanismo de
sobrevivéncia, tornando-se parte da microbiota. Seu mecanismo de aderéncia as células
do epitélio ocorre por diferentes tipos de interagdo: pili/fimbria, adesinas e formando
biofilmes (PUMBWE et al., 2008).

Aproximadamente 80% dos microrganismos existentes no mundo residem como
populagbes em biofilme e o B. fragilis é a principal bactéria anaerébia isolada de
infecgdes gastrointestinais em seres humanos capaz formar biofilmes. A formagdo do
biofilme € um processo em virios estagios que se inicia quando as células aderem a uma

superficie bidtica ou abidtica com a posterior producio de uma matriz extracelular

(JACQUES et al., 2010; PUMBWE et al., 2007).

1.3 Biofilmes

As bactérias quando invadem um novo ecossistema podem assumir duas formas:
a planctonica, quando circulam isoladamente e sob a forma de biofilme. Nesta, elas
inicialmente aderem a um substrato e posteriormente produzem uma matriz,
denominada glicocélice, onde formam microcolénias (PASTERNAK, 2009).

Biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas aderidas a uma
superficie, consistindo-se de multiplas camadas de células embebidas em uma matriz
hidratada, inseridas numa matriz polimérica prépria e aderida a uma superficie inerte ou
viva. Muitos estudos tém demonstrado que varias bactérias colonizam sob a forma de
biofilme (COSTERTON et al., 1999; MURPHY:; KIRKHAM, 2002). A interface
liquido-solida, entre o meio aquoso e a superficie solida, fornece um ambiente ideal

para a fixagdo e crescimento de microrganismos. Estas comunidades sdo compostas de
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microcolonias distintas, dispostas em torres que se erguem do substrato. As
necessidades de oxigénio e nutrientes estdo reduzidas neste estado. H4 canais que
penetram e separam as torres, suprindo 4gua e nutrientes por difuséo, além da dispersdo
dos residuos (STOODLEY et al., 2002; REYSENBACH; CADY, 2001).

Os biofilmes, com sua resisténcia intrinseca a antibidticos e a resposta imune do
hospedeiro, tém sido cada vez mais identificados como fonte de multiplas infecgdes
bacterianas. Estas incluem doenca periodontal, endocardite, infecgdes do trato urinario,
infec¢des de ouvido médio, infecgdes de cateter, doenga pulmonar obstrutiva cronica,
dentre outras (DONLAN, 2001). Mais recentemente, tem se observado que o biofilme
bacteriano pode prejudicar a cicatrizagdo de feridas cutineas e reduzir a eficiéncia
antibacteriana topica na cura ou tratamento de feridas de pele infectadas (DAVIS et al.,
2008).

O estudo dos biofilmes foi relativamente lento até o inicio dos anos 70,
restringindo-se até entfio & microbiologia ambiental. A primeira teoria sobre biofilmes
foi apresentada por Costerton et al. (1978), que explica os mecanismos através dos
quais os microrganismos aderem as superficies vivas e inertes e as vantagens deste tipo
de associagdo.

Viérios passos na formagio de biofilmes sfo descritos (Figura 2). Geralmente as
bactérias sdo transportadas para a superficie pela sedimentag@o, fluxo de liquidos ou por
motilidade quando entfo, realizam ligacSes fracas e transitorias a superficie. A préxima
fase, a fixagdio irreversivel, depende das propriedades da superficie bacteriana e da
superficie a ser colonizada. Se as condicdes fisico-quimicas forem favoraveis, uma
fixagdo reversivel se tornard irreversivel. Durante a fixagdo irreversivel, uma
monocamada de células individuais firmemente aderidas a superficie é formada. Assim,
microcolonias se desenvolvem, eventualmente formando um biofilme maduro.
Finalmente, se as condigdes deixarem de ser favoraveis, as células podem se desprender
do biofilme e retornarem a forma planctdnica (Figura 2, passo 5). Bactérias méveis e néio
moveis utilizam diferentes estratégias de colonizagio, no entanto, apéndices como fimbrias
ou flagelos (pili), assim como moléculas da superficie celular (lipopolissacarideos,
lipoproteinas, proteinas de membrana e adesinas) ao entrarem em contato com superficies,
desempenham um importante papel na fixagdo dessas bactérias. Durante a transi¢do da
fixagdo inicial para a formagdo do biofilme maduro, as células bacterianas sofrem
modificages significativas. Este processo de desenvolvimento de biofilme resulta na

formagdo de um complexo de arquitetura tridimensional que geralmente incluem
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estruturas como cogumelo, canaliculos de dgua e poros. A formagdo de microcolonias
exige crescimento clonal e interacdes célula-célula estéveis (REISNER et al., 2003;
LEMON et al., 2008).

A dispersdo de células bacterianas € uma parte importante do “ciclo de vida” do
biofilme em ambientes naturais. Limitagdes nutricionais e outras condi¢des ambientais
desfavordveis favorecem a dispersdo de células e a subsequente colonizagio de novos
locais. A dispersdo de células de biofimes pode ocorrer por natagdo livre ou
despreendimento de pequenas por¢des. Este processo é chamado de erosdo, ja o

despreendimento rdpido de grandes por¢des do biofilme ¢ denominado descamagio
(HALL-STOODLEY et al., 2005).
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Figura 2. Modelo de desenvolvimento do biofilme. Passo 1: Fixagdo reversivel das células na
superficie. Passo 2: Fixagdo irreversivel e formacdio de uma monocamada. Passo 3:
Desenvolvimento de microcoldnias. Passo 4: Maturagdo do biofilme. Passo 5: Despreendimento
de células do biofilme.

Biofilme maduro possui uma complexa arquitetura, que pode ser visualizada
utilizando uma variedade de métodos de microscopia como: microscépio de transmissao
de elétrons, microscopio de fluorescéncia, microscépio eletrénico de varredura (MEV),
microscopio de for¢a atdmica (MFA) e microscépio confocal de varredura a laser
(MCVL). Em particular, o MFA permite uma alta resolugdo de imagem e informagdes
quantitativas da estrutura e aderéncia de biofilmes (OH et al., 2009).

Muitos pardmetros afetam a arquitetura e estrutura de biofilmes, como condigdes
hidrodindmicas (fluxo laminar ou turbulento), mais especialmente, a viabilidade de

nutrientes no ambiente e o numero de organismos que o compde (SIMOES et al., 2008).
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Klausen et al. (2003) demonstraram que diferentes fontes de carbono afetam
enormemente a estrutura de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa PAO1. Biofilmes
crescidos em glicose formam torres e formatos de cogumelo separados por canais de
agua tipicos deste microrganismo. Quando cultivados sob a mesma condi¢do com
citrato, em substituigdo a glicose, os biofilmes formados por PAO1 sdo planos,
homogéneos e com pouca evidéncia de canais de 4gua.

Nas bactérias, as células dos biofilmes bacterianos sio mantidas juntas por uma
MEC composta de uma mistura de polissacarideos, proteinas, DNA e 4gua, denominada
de substancia polimérica extracelular (SPE). A composicio destas SPE varia de acordo
com a estirpe bacteriana que a produz, por exemplo, em bactérias Gram negativas,
alguns exopolissacarideos s3o neutros, em outros séo polianidnicos, devido a presenca
de acidos urénicos como D-glucurdnico, D-galacturdnico e 4cidos manurdnicos ou
piruvatos (SUTHERLAND, 2001).

Os biofilmes possuem a caracteristica e a capacidade de aderir principalmente
em corpos estranhos e tecidos danificados e/ou necrosados. Varios estudos tém
demonstrado que as comunidades microbianas em feridas cronicas sdo polimicrobianas
¢ os anaerObios tém uma importante participagdo (SUN et al., 2009). Tem sido
especulado ha vérios anos que as bactérias colonizadoras de feridas cronicas existem
como comunidades em biofilme (PERCIVAL; BOWLER, 2004; BJARNSHOLT;
GIVSKOV, 2010).

1.3.1 Quorum-Sensing

A formagdo de um biofilme ndo ¢ um processo randdémico. Quando bactérias
encontram uma superficie, uma série de passos geneticamente determinados se iniciam.
Estes passos sdo também coordenados através da atividade de quorum sensing (QS),
que corresponde a um processo de comunica¢fo intra e interespécies microbianas
através de moléculas sinalizadoras, importantes na regulagio da inicializagfo e término
do processo (WILLIAMS, 2007).

O QS € a capacidade de bactérias secretarem pequenas moléculas auto-indutoras
que sdo dependentes da densidade populacional existente no biofilme. Quando a
concentragdo populacional atinge o limiar, existe quantidade de QS suficiente para que
seja “sentida” pelas células, resultando na ativagfio ou desativagdo de genes especificos
(que estdo envolvidos no metabolismo bacteriano, reparo de DNA, biossintese de

proteina, sintese de toxinas e outros fatores de viruléncia, formacio do biofilme,
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exoenzima e exopolissacarideo capsular) e no crescimento celular (PUMBWE et al.,
2008). As bactérias Gram positivas ativam QS usando oligopeptideos detectados por
proteinas. As bactérias Gram negativas geralmente usam lactonas homosserina-aciladas
(HA) como moléculas-sinal difusiveis dos sistemas QS (las e rhl) que regulam a
expressdo dos genes de viruléncia como ji bem descrito em P. aeruginosa. O sistema
las consiste nos ativadores lasR e lasl, os quais dirigem a sintese do auto-indutor, que é
uma LHA (lactona homosserina N-(3-oxododecanoil). A indugdo de LasB, que codifica
a elastase e outros fatores de viruléncia requerem LasR e AHL. O sistema rhl consiste
nos ativadores RhIR e Rhl que dirigem a sintese da lactona homosserina-N-butiril. Para

produzir ramnolipidio, P. aeruginosa precisa do sistema rhl (PESCI et al., 1997).

1.3.2 Biofilmes e Anaerébios

O estudo in vitro de biofilmes formados por bactérias anaerébias tem sido
realizado desde 1980; a maioria dos trabalhos pertencem a area da Odontologia que
realiza estudos com biofilmes dentarios e com espécies Gram negativas da cavidade oral
como Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica e Fusobacterium
nucleatum (OKUDA et al., 2011; PAPAIOANNOU et al., 2011). J&4 com cepas do
grupo Bacteroides fragilis os estudos ainda s&o incipientes (WEINACHT et al., 2004;
PUMBWE et al., 2007, PUMBWE et al., 2008). Pumbwe et al. (2007) ao estudarem o
papel dos sais biliares na co-agregagdo, adesdo as células epiteliais, formagio de
biofilmes e resisténcia a antimicrobianos, demonstraram um aumento nestas
caracteristicas quando tratadas com tais esterdides. O B. fragilis pode produzir biofilme
que tem a capacidade de manter uma populagdo ideal de microrganismos e usar bombas

de efluxo membranares para expulsar agentes nocivos, incluindo antibidticos

(PUMBWE et al., 2008).

1.4 Sensibilidade a antimicrobianos entre bacilos Gram negativos anaerébios

O estudo da sensibilidade das bactérias anaerobias aos antimicrobianos teve
inicio em 1960. As espécies do grupo B. fragilis se destacam por apresentarem um
espectro maior de resisténcia aos antimicrobianos (AYALA, 2005). Este quadro vem se

agravando, conforme a 4rea geogréfica e escolha terapéutica (SNYDMAN, 2010). As
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drogas comumente utilizadas no tratamento das infec¢des anaerébias sdo os beta-
lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos, tetraciclinas,
clindamicina e metronidazol).

Entre as bactérias anaerdbias, a resisténcia a antimicrobianos tem sido relatada
entre os bacilos Gram negativos e, dentre estes, as espécies do grupo Bacteroides
fragilis. Em relagfo a penicilina, os estudos relatam 95% de resisténcia, cefoxitina 10 a
20%, clindamicina 10 a 40% e fluoroquinolonas 20 a 40%. Relatos de resisténcia de
bacilos Gram negativos anaerdbios ao metronidazol, cloranfenicol, associagio beta
lactdmico-inibidor de beta-lactamase tem sido raros (HECHT, 2006; SILLEY, 2007;
BROOK, 2010).

Snydman et al. (2007) realizaram estudo multicéntrico nos Estados Unidos sobre
a resisténcia a antimicrobianos das espécies do grupo Bacteroides fragilis isoladas de
infec¢do humana. No periodo compreendido entre 1997 e 2004 eles analisaram 5225
cepas obtidas de 10 centros hospitalares e observaram que a espécie B. fragilis foi a
mais comum do grupo e a mais sensivel a maioria dos antimicrobianos. Apresentou
menores percentuais de resisténcia aos carbapenémicos e [B-lactdmicos e taxas de
resisténcia a cefoxitina de cerca de 5%, enquanto as de clindamicina e moxifloxacina
foram de 19% e 27%, respectivamente. Mais da metade das espécies de B. vulgatus
foram resistentes & moxifloxacina (54,7%) e mais de um ter¢o foram resistentes a
clindamicina (35,3%). O metronidazol e cloranfenicol apresentaram excelente atividade
contra os isolados do grupo B. fragilis.

Singer et al. (2008) na Franga, realizaram estudo multicéntrico e determinaram a
concentragdo inibitéria minima de nove antibidticos frente a 376 bactérias anaerdbias
isoladas de diversos espécimes clinicos humanos de varios hospitais do pais. Espécies
do grupo B. fragilis corresponderam a 67,5% dos isolados. Neste grupo detectaram alta
resisténcia a clindamicina, moderada resisténcia a cefoxitina e alta sensibilidade ao
imipenem, metronidazol e penicilina + inibidor de beta-lactamase.

No Brasil, Carvalho et al. (1997) realizaram um estudo em Fortaleza com o
objetivo de analisar a resisténcia de espécies do grupo B. fragilis de amostras clinicas e
microbiota normal intestinal a antimicrobianos. As espécies do grupo B. fragilis foram
isoladas em 37% de 124 espécimes clinicos, sendo mais da metade isolados de
infecgdes intra-abdominal e infecgdes de tecido mole. A espécie B. fragilis representou
68% das espécies do grupo B. fragilis encontradas nas amostras clinicas e 51% nas

amostras fecais. Todas as amostras estudadas apresentaram sensibilidade uniforme ao
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cloranfenicol e metronidazol. A resisténcia a penicilina, tetraciclina, clindamicina e
cefoxitina em espécimes clinicos foram de: 93,5%, 80,5%, 21,7% e 10,9%,
respectivamente e, em amostras fecais: 78,4%, 73%, 19% e 5,4%, respectivamente.

Ainda no Brasil, Ferreira et al. (2010) em Minas Gerais estudaram a ocorréncia
de espécies do grupo B. fragilis e cepas enterotoxigénicas e a sensibilidade
antimicrobiana de fezes diarréicas e ndo diarréicas de criangas. O grupo B. Jragilis foi
encontrado em 64,3% das amostras fecais, 55% em fezes diarréicas e 80,4% em n#o
diarréicas. As bactérias apresentaram resisténcia de 68,2%; 22,7%: 20,5% a ampicilina,
clindamicina e ceftriaxona, respectivamente e sensibilidade de 100% a metronidazol e
90,9% a piperacilina + tazobactam.

No estudo de Boente et al. (2010) foi determinada a sensibilidade a
antimicrobianos de 52 cepas de Bacteroides spp. e Parabacteroides distasonis isoladas
de microbiota intestinal e de espécimes clinicos humanos. Todas as cepas foram
sensiveis ao metronidazol. Percentuais de resisténcia a ampicilina, cefoxitina,
tetraciclina e clindamicina foram de 98%, 9,6%, 65,3% e 19,2%, respectivamente.

O principal mecanismo de resisténcia contra fB-lactdmicos é a produgio de p-
lactamases, especialmente entre o grupo Bacteroides fragilis e Prevotella spp. A
resisténcia a cefoxitina em isolado de Bacteroides se d4 através de uma B-lactamase. O
gene de resisténcia (cfxA) € codificado por um transposon, MTn4555, responsavel pela
transferéncia horizontal. A mais importante B-lactamase ¢ a metalo-B-lactamase, CfiA,
do B. fragilis. Esta ¢ codificada cromossomicamente; para sua expressdo, sequéncias de
insergdo sdo necessarias, como em muitos mecanismos de resisténcia a antibidticos de
B. fragilis (SOKI et al., 2011).

O mecanismo de resisténcia para a clindamicina pode ocorrer através de
metilagdo de uma ou duas adeninas do RNAr, evitando a ligagio da droga aos
ribossomos. Outra hipétese é que os genes que conferem resisténcia a clindamicina e a
tetraciclina estariam localizados no mesmo transposon (SEBALD, 1993).

A resisténcia ao metronidazol vem surgindo em alguns paises e dentre os
mecanismos de resisténcia a essa droga destacam-se a alteragio de proteinas de
membrana afetando a permeabilidade da droga, a reducdo da atividade das enzimas
oxidoredutase e piruvato/ferredoxina e a redugfo da interacio com o DNA bacteriano
(SEBALD, 1993).

Na medicina humana, a continua emergéncia de microrganismos resistentes nas

institui¢des de saude e até mesmo na comunidade tem se constituido um grande desafio.
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A resisténcia entre os anaerdbios aumentou consideravelmente dentro das ultimas trés
décadas e sua sensibilidade aos antimicrobianos tem se tornado menos previsivel.
Sabendo-se que em biofilme estas bactérias aumentam sua resisténcia  aos
antimicrobianos entre 100 a 1000 vezes, a escolha terapéutica torna-se ainda mais
desafiadora (MAH; O’TOOLE, 2001). Assim, a procura de terapias alternativas,
inclusive topicas, como ji ¢ realizado nas infecgdes de ferida cirurgica, faz-se

necessario.

1.5 Plantas medicinais

As plantas sdo fontes importantes de compostos biologicamente ativos, muito
dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero de farmacos.
Estima-se que existam 25.000 a 75.000 espécies vegetais utilizadas na Medicina
tradicional em todo o mundo. Entre estas apenas 1% foi validada por estudos cientificos
com demonstragdo de seu valor terapéutico, quando administradas em seres humanos
(LIMA et al., 2007).

Os dleos essenciais (OE), também chamados de 6leos volateis, ha muito tempo
sdo empregados popularmente por suas diversas propriedades terapéuticas,
destacando-se: atividade antiviral e antimicrobiana, antiespasmddica, analgésica,
cicatrizante, expectorante, relaxante, anti-séptica, larvicida, vermifuga e antiinflamatéria
(COSTA et al.,, 2005; OYEDJI; AFOLAYAN, 2006; LIMA et al., 2006). OE sio
caracterizados por cheiro forte e sdio formados por plantas aromaticas, sendo
encontrados em suas folhas, resinas, frutos, troncos, dentre outras partes, e sdo
estocados em células secretorias, cavidades, canais ou tricomas glandulares (NUNES et
al., 2006; CHATZOPOULOU et al., 2010). Em geral, sdo misturas complexas de
substéncias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, tendo como principal
caracteristica a volatilidade, diferindo assim, dos 6leos fixos, que sfo misturas de
substancias lipidicas, obtidas geralmente de sementes (LAI et al., 2007).

O mecanismo de formagdo de OE ¢ complexo e envolve algumas enzimas no
interior das plantas, pois cada componente quimico de uma cadeia de centenas deve ser
pré-formado para sua fabricagdo. Sua funcfo, estritamente correlacionada & sua
ecologia, € potencializar o sistema de defesa quimica das plantas e protegé-la dos mais

diversos predadores, tais como: bactérias, fungos, insetos e outros (ISMAN, 2006).
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Apesar de alguns orgdos acumularem OE, tanto a quantidade como a
composi¢do, caracteristicas fisico-quimicas e odores, mudam constantemente na planta
e, fatores como hora do dia, época do ano, maturidade da planta, clima e outros, podem
interferir consideravelmente na sua composi¢do quimica (CASTRO et al., 2008).

A maioria dos OE ¢€ constituido de derivados terpendides ou fenilpropanoides.
Terpenodides originam-se de unidade do isopreno e os fenilpropanéides a partir do 4acido
chiquimico, responsaveis pelas unidades fundamentais dos &cidos cindmico e
p-cumdrico. A composi¢do dos OE varia desde hidrocarbonetos terpénicos, alco6is
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, perdxidos,
furanos, acidos orgénicos, lactonas, cumarinas até compostos com enxofre. Na mistura,
tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, normalmente, um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menor teor e alguns em baixissima
quantidade (MERLE et al., 2004).

Nos tultimos anos, a crescente resisténcia dos patdgenos aos antimicrobianos e o
aumento da populagdo de pacientes imunocomprometidos tem estimulado a busca de
compostos terapéuticos alternativos (BERTINI et al., 2005; AMARAL, 2004), tais
como os extratos obtidos de diversas espécies dos géneros Plectranthus (CAMARA, et

al., 2003; MARWAH et al., 2007, AGNANIET et al., 2011).

1.5.1 Género Plectranthus

O género Plectranthus pertencente a familia Lamiaceae possui cerca de 300
espécies presentes na Africa Tropical, Asia, Australia e América do Sul (LUKHOBA et
al., 2006; KERNTOPF et al., 2002). Vérias espécies dentro do género Plectranthus
possuem propriedades importantes, destacando-se atividade antibacteriana, antiviral,
antifingica e antiprotozodria. Geralmente possuem folhas espessas e pilosas que
apresentam glandulas epidérmicas secretorias de 6leos volateis (CHANG et al., 2005).

A espécie Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, comumente chamada de
(malva) ou (malvarigo) no nordeste brasileiro, pertence ao filo Angiosperma, classe
Magnoliatae, ordem Lamiales, familia Lamiaceae (GEMTCHUINICOV, 1976). Em
outras regides do Brasil, ¢ conhecida como horteld-da-folha-grossa, horteld-da-folha-

gratda, malva do reino, malva-santa (SILVA; ANDRADE, 2005) (Figura 3).
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Fonte: MENDES, 2011

Figura 3. Folhas de Plectranthus amboinicus (malvarigo) cultivado no Horto de plantas
medicinais da Universidade Federal do Ceara.

Os dados botinicos revelam que a planta € uma erva grande, perene, ereta ou
semi-prostrada, tomentosa, semicarnosa, aromatica, de 0,40 cm a 100 cm de altura. O
caule é semi-lenhoso na base. Apresenta folhas deltoides-ovais, suculentas, carnosas,
verde-palidas, com disposi¢fio oposta cruzada de base truncada e margem dentada, com
nervuras salientes no dorso, medindo 4 a 10 cm de comprimento. Suas flores, quando
presentes, pois ndo floresce nas condi¢des edafoclimaticas do nordeste brasileiro, sédo
zigomorfas, espiraladas, azuladas ou roseas, em longos racemos interrompidos
(ROSHAN et al., 2010).

A medicina alternativa faz uso da infusfo ou xarope para tratar asmas, tosse, dor
de garganta e bronquite e ha relatos também de propriedade anti-influenza (ROSHAN et
al.,, 2010; CANO; VOLPATO, 2004; VERA et al.,, 1993). Extrato de folhas secas
também ¢ utilizado para tratar eczema e outras infecgdes epidérmicas, como
leishmaniose tegumentar (FRANCA et al., 1996) € na India ¢ utilizado como agente
larvicida contra mosquitos transmissores da maldria (PERIYANAYAGAM et al.,
2008).

A espécie é rica em OE que podem possuir como componentes majoritarios
carvacrol (SENTHILKUMAR; VENKATESALU, 2010) ou timol (MALLAVARAPU
et al., 2005), dependendo do local de coleta. Os OE e extratos dessa espécie apresentam
diversas atividades biologicas, destacando-se atividade antioxidante (PALANI et al.,

2010), antimalarica, inseticida (SENTHILKUMAR; VENKATESALU, 2010),
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repelente (SEYOUM et al., 2002), antiftingica contra fitopatdgenos (MURTHY et al.,
2009) e antibacteriana frente a bactérias Gram positivas (GURGEL et al., 2009).

Nos estudos de Gurgel et al. (2009) o extrato hidroalcodlico de P. amboinicus
(Lour.) Spreng, foi testado contra cepas de S aureus resistentes a meticilina e
demonstrou ser capaz de inibir as cepas testadas, sendo que tais amostras eram
resistentes a penicilina, eritromicina, cloranfenicol e alguns ions metalicos. Em outros
estudos, Oliveira et al. (2005) e Nogueira et al. (2008) relataram atividade
antimicrobiana do OE e extrato bruto de P. ambonicus contra vérios patdgenos
bacterianos. Entretanto, nfo hé relatos na literatura de trabalhos que envolvam bacilos

Gram negativos anaerdbios testados contra esta planta.
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2. JUSTIFICATIVA

A pesquisa de novos agentes antibacterianos se faz necesséria devido a grande
prevaléncia de infec¢des de etiologia bacteriana e a crescente resisténcia apresentada
por algumas estirpes ao longo das tltimas décadas, principalmente entre os
microrganismos anaerobios, que em muitos casos, dentro da pratica clinica, sio
negligenciados. Este fato ¢ agravado devido 4 redugfo do arsenal terapéutico, associado
aos efeitos colaterais e alto prego apresentado por algumas drogas. A bioprospec¢do de
novos agentes farmacologicos a partir de espécies vegetais, apresenta-se como uma
solugdo diante da problemética imposta pela resisténcia bacteriana, principalmente em
paises como o Brasil, que apresentam uma vasta biodiversidade vegetal.

Pesquisas demonstram que vérias espécies vegetais apresentam bioatividades
relevantes, como potencial contra um grande nimero de bactérias. Desta forma, a
pesquisa de novos agentes antimicrobianos a partir do 6leo essencial P. amboinicus
(Lour.) Spreng, pode contribuir significativamente na busca por novas substincias que
apresentem mais eficdcia e baixa toxicidade contra anaerébios implicados em

patologias humanas.
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3 PERGUNTA DE PARTIDA

O oleo essencial de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng possui agdo

antibacteriana e anti-biofilme in vitro frente a bacilos Gram negativos anaerobios?

4 HIPOTESE CIENTIFICA

O 6leo essencial de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng inibe o crescimento

in vitro de bacilos Gram negativos anaerébios planctdnicos e pode apresentar atividade

antimicrobiana sobre o biofilme formado por estas bactérias.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

MNIMIIATEAA Ar ALlFrsiA s - s
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng frente a células planctonicas e biofilme de bacilos Gram

negativos anerdbios.

5.2 Objetivos Especificos

« Extracdo do 6leo essencia de P. amboinicus (Lour.) Spreng;

« Identificar os componentes quimicos presentes no O6leo essencial de P.
amboinicus;

« Determinar a Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) do 6leo essencial sobre bacilos Gram negativos anaerobios;

« Avaliar a cinética de crescimento de bacilos anaerobios Gram negativos frente
ao Oleo essencial de P. amboinicus,

. Estudar os efeitos do 6leo essencial de P. amboinicus (Lour.) Spreng sobre a
parede celular e membrana plasmaética bacteriana;

« Verificar a ag¢do do 6leo essencial sobre o biofilme bacteriano de bacilos Gram
negativos anaerdbios;

» Auvaliar efeito toxico do o6leo essencial de P. amboinicus. (Lour.) Spreng
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Abstract:

The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of the Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng. essential oil (EO), traditionally used in northeastern Brazil to treat skin
infections, against Gram negative anaerobic bacilli. The bactericidal activity of the EO
against standard Gram negative strains was assessed using an agar dilution assay and by
determining the kill rate kinetics. The killing mechanism was investigated further by means
of a crystal violet assay and by confocal laser scanning microscopy. The determination of
MIC for the EO against planktonic cells showed values of 32 pgml for F nucletaum,
64ugml for B. fragilis and 128ugml for B. tetaiotaomicron. Bacterial populations of
B.fragilis were completely inactivated within 60 minutes after exposure to 128 pg/ml and
64 pg/ml concentrations. B. thetaiotaomicron was the species that needed the highest
concentrations of the P. amboinicus EO to suffer its bactericidal effect, followed by B.
Jragilis and F. nucleatum, in descending order. The crystal violet uptake was increased by
50% after 1 hour exposure to the EO at 64 and 128ug/ml. The CSLM assay revealed a
significant reduction in the number of bacteria and fluorescence, for B. fragilis, after 1h
exposure to inhibitory concentration of 64 pg/ml of the P. amboinicus oil. The P.
amboinicus essential oil shows bactericidal and bacteriostatic effect against anaerobic
strains.
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To the Editor-in-chief,

Please find the enclosed manuscript entitled Activity of Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng. essential oil against anaerobic Gram negative strains by Mendes, HBR et al. for
your consideration to be published in Phytomedicine as an original research article.

This study evaluated the antimicrobial activity of P. amboinicus essential oil against
anaerobic Gram negative strains. We determined the essential oil minimal inhibitory
concentrations (MIC) and the killing kinetics for selective anaerobic strains. The killing
mechanism was investigated further by means of a crystal violet assay and by confocal laser
scanning microscopy.

The P. amboinicus is commonly used in Northeast of Brazil for the treatment of skin
infections. Prior studies have observed its activity against aerobic bacteria but not for
anaerobic ones. The authors declare that the study was performed according to the
international, national and institutional rules considering animal experiments, clinical
studies and biodiversity rights.

By submitting this manuscript to Phytomedicine, the authors understand that the material
presented in this paper has not been published before nor has it been submitted for
publication to another scientific journal or is it being considered for publication elsewhere.

Thank you for your consideration and cooperation.
Sincerely,

o

2, / Q : ¢ o
EAD ele 3O MNMCpr—2 AL C e~

Cibelle Barreto Mano de Carvalho



Agreement 43

Laboratorio de Bacteriologia
Faculdade de Medicina
Universidade Federal do Ceara
Rua Coronel Nunes de Melo 1315
CEP 60430-270

Fortaleza-CE

Brasil

Fortaleza, 2nd February 2012.

To the Phytomedicine Editor-in-chief,

We the undersigned declare that this manuscript is original, has not been published before
and is not currently being considered for publication elsewhere.

We confirm that the manuscript has been read and approved by all named authors and that
there are no other persons who satisfied the criteria for authorship but are not listed. We
further confirm that the order of authors listed in the manuscript has been approved by all of
us.

We understand that the Corresponding Author is the sole contact for the Editorial process.
He/she is responsible for communicating with the other authors about progress, submissions

of revisions and final approval of proofs.

Signed by all authors as follows:

Herminio Benitez Rabello Mendes
Ana Catarina Reis

Camila Alencar Moreira

Janice Oliveira Silva

Rosemayre Souza Freire

Cibele Barreto Mano de Carvalho



wrlgot

i

|10 |ennuassa ‘suaids ('aino7)
snajuloquie snyjuesydajd

wrigot

|

winjeajanu wniiayoeqosn4
sijigel) sapioiayoeg
uoJaIWoe)oIe)aYy) Saploiayoey

GASOE XA LON Vid310vd J19043VNY




cript

45

Activity of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. essential oil against anaerobic Gram

negative strains

Herminio Benitez Rabello Mendes, Ana Catarina Reis, Camila Alencar Moreira, Janice
Oliveira Silva, Rosemayre Souza Freire, Cibele Barreto Mano de Carvalho*

Laboratério de Bacteriologia, Centro de Biomedicina, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara - Rua Coronel Nunes de Melo 1315, Rodolfo Te6filo,

CEP 60430-270, Fortaleza -CE, Brasil

* Corresponding author: Cibele Barreto Mano de Carvalho Tel.: +55-85-33668638 Fax:

+55-85-33668002 Email: cibelebmc@yahoo.com.br

Abstract

The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of the Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng. essential oil (EO), traditionally used in northeastern Brazil to treat skin
infections, against Gram negative anaerobic bacilli. The bactericidal activity of the EO
against standard Gram negative strains was assessed using an agar dilution assay and by
determining the kill rate kinetics. The killing mechanism was investigated further by means
of a crystal violet assay and by confocal laser scanning microscopy. The determination of
MIC for the EO against planktonic cells showed values of 32 ug/mL for F. nucletaum, 64
pg/mL for B. fragilis and 128 pg/mL for B. tetaiotaomicron. Bacterial populations of B.
JSragilis were completely inactivated within 60 minutes after exposure to 128 pg/mL and 64
pg/mL concentrations. B. thetaiotaomicron was the species that needed the highest
concentrations of the P. amboinicus EO to suffer its bactericidal effect, followed by B.
Jragilis and F. nucleatum, in descending order. The crystal violet uptake was increased by
50% after 1 hour exposure to the EO at 64 and 128 pg/mL. The CSLM assay revealed a
significant reduction in the number of bacteria and fluorescence, for B. fragilis, after 1h
exposure to inhibitory concentration of 64 pg/mL of the P. amboinicus oil. The P.
amboinicus essential oil shows bactericidal and bacteriostatic effect against anaerobic

strains.

Key words: Plectranthus amboinicus; essential oil; antimicrobial activity; anaerobic

bacteria
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Introduction

Chronic human infections, including chronic wounds such as diabetic foot ulcers, constitute
6080% of all human infectious diseases (Wolcott & Ehrlich, 2011). The chronicity of
wounds has been explained by the polimicrobial nature of these infections and by biofilm
formation. Many studies have investigated the polimicrobial makeup of such infections; in
addition to aerobes, anaerobic bacteria have been frequently isolated and identified, albeit
with considerable variation (Brook & Frazier, 1998; Espinosa et al., 1999). In a prospective
study with the infected wounds of 25 diabetic patients the authors isolated the following
pathogens: Staphylococcus aureus -76%; Enterobacteriaceae -48%; enterococci -44%;
pseudomonads 32%; and anaerobes -40%, of which B. fragilis was the most frequent isolate
(Goldstein et al.,1996). A Brazilian study in a diabetes treatment center in Fortaleza and at
the Federal University of Ceard, which included patients with mild to moderate chronic
infections, indentified as the most frequently occurring pathogens Enterobacteriaceae
(83.7%), S. aureus (43.3%) and anaerobic Gram negative strains (17%) (Carvalho et al.,
2004).

The treatment of chronic wounds is based on the use of both topic and systemic
antimicrobial therapy. According to Howell-Jones et al. (2005), the benefit of topical
antimicrobials may, theoretically, be due to their ability to deliver high local concentrations
of antibiotic, independent of local vascular supply. Further benefits which have been noted
include the avoidance of adverse systemic effects and a low incidence of resistance.
However, others argue that topical antibiotics are a major driving force behind the
development of antibiotic resistance (Shah & Mohanraj, 2003; Nagoba et al., 2008). There
are also concerns regarding toxicity to human cells, and sensitization, the incidence of
which varies considerably between the many substances investigated (Howell-Jones et al.,
2005).

Plectranthus amboinicus, popularly known as “thick-leaved peppermint” is largely grown
in northeastern Brazil. Its leaves yield an essential oil (EO) that is largely used in folk
medicine for the topic treatment of skin ailments such as purulent wounds, itching lesions,
ringworms (Oliveira et al., 2006). The antimicrobial activity of the EO extracted from P.
amboinicus has been investigated and some studies have reported its activity against Gram
positive and Gram negative aerobic bacteria, but not against anaerobic bacteria (Gurgel et
al., 2009; Costa et al., 2010; Rice et al., 2011; Sathasivam & Elangovan, 2011). In the
present study we analyze the activity of P. amboinicus EO against some chronic-wound-
associated Gram negative anaerobic bacteria. An assay observing the effect of the EO on

mature biofilm was also performed.
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2. Material and methods
2.1 Plant Material

Fresh leaves of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. were collected on October, 2010,
from the medicinal plants herbarium at the Pharmacy Laboratory of the Federal University
of Ceard, after its identification by botanists from the Biology Department of the same
institution. A voucher specimen (#25884) was deposited at the Prisco Bezerra Herbarium,

Federal University of Ceara, Brazil.

2.2 Essential oil extraction and analysis

One kilogram of fresh P. amboinicus leaves were cut in small pieces and hydrodistilled for
4 hours, in a Clevenger-type glass hydrodistillation apparatus, to produce oil in 0.9% yields
on fresh weight basis. The sample oil, which had a pale yellow color, was dried over
sodium sulfate and stored in sealed glass vials at low temperatures before analysis. The
essential oil was analyzed using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) on the
GC-MS Shimadzu QP 5050 (Kyoto, Japan). The fused-silica column (OV-5; 30m x
0.25mm; film thickness 0.25um) temperature was programmed from 60 to 240° C at 3°
C/min. The temperatures for the injector and detector were of 250° C and 280° C,
respectively. The gas helium carrier had a flow rate of 1 ml/min with split mode. Individual
components of the oil were identified by matching their 70eV mass spectra with those of the
spectrometer data base using the Wiley L-built library and MS searches at other two
computer libraries using retention indexes as a preselection routine, as well as by visual

comparison of the fragmentation pattern with those reported in the literature (Adams, 2001).
2.3. Bacterial strains

The bacterial species and strains used in this study were: Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. The
two first strains were acquired from Microbiologics (St. Cloud, USA). The F. nucleatum

strain was procured from the INCQS/Brazil culture collection.

2.4. Analysis of planktonic strains

2.4.1. Determination of the minimal inhibitory concentrations of the essential oil The

minimal inhibitory concentration (MIC) of the essential oil for anaerobic bacteria was
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determined by the agar dilution method, according to the Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines, 2007. Brucella agar was prepared with serial two fold dilutions
of the EO ranging from 0.125 to 128 pg/mL. The bacterial inocula were prepared by
adjusting their density to 0.5 McFarland standards in phosphate buffered saline (PBS). It
was then inoculated in each Brucella plate with a Steers replicator. The plates were
incubated for 5 days at 35° C in anaerobic jars. The anaerobic environment was obtained by
using a commercially available gas generator envelope for anaerobiosis (PROBAC, Sio
Paulo, Brazil). Control plates for the viability of the strains and for possible contamination
were included at the beginning and end of each series of tests. MICs were defined as the
lowest concentration of essential oil inhibiting growth, allowing one discrete colony, a

barely visible haze or any distinct change from the growth control.
2.4.2. Determination of kill rate

Kill rates were determined by measuring the reduction in viable bacteria (logl0 CFU/mL),
exposed to concentrations of 128 pg/mL, 64 pg/mL and 32 pg/mL of the essential oil at 0,

2, 4, 6 hours. Experiments were performed in duplicate and at two different times. The
bactericidal effects were considered when kill rate values were higher than 2 Iog10>l

CFU/mL. There were bacteriostatic effects when kill rate values were lower than 2 loglO'I

CFU/mL (Devi et al., 2010; Gurgel et al., 2009).
2.4.3. Crystal violet assay

The variation in membrane permeability was detected by a crystal violet assay (Devi et al.,
2010). Suspensions of bacteria were prepared in BHI broth. Cells were harvested at 4600xg
for 5 min at 4° C. The cells were washed twice and resuspended in PBS (pH 7.4). P.
amboinicus EO (128 and 64 pg/mL) and metronidazole (4 pg/mL) were added to the cell
suspensions and incubated at 37° C for 30 min. Control samples were prepared similarly
without treatment. The cells were harvested at 9300xg for 5 min. After that the cells were
resuspended in PBS containing 10 pg/mL of crystal violet. The cell suspension was
incubated for 10 min at 37° C. The suspension was then centrifuged at 13400xg for 15 min
and the OD590 of the supernatant was measured by spectrophotometry (HITACHI UV-
VIS). The OD value of the pure crystal violet solution originally used in the assay was
measured and it was considered as 100%. The percentage of crystal violet uptake of the

samples was calculated as described in Devi et al., 2010.
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2.4.4. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

A recent culture of B. fragilis ATCC 25285 was exposed to a 64 pg/ml concentration of the
EO for one hour, and a pure unexposed culture of the same strain was used as control. For
the slide preparation, 1 mL of the cultures were centrifuged at 3000xg for 3 min and washed
once with PBS. Next, the formed pellet was resuspended in 1 mL of PBS. A drop of this
suspension was added to each slide and let to air dried. The slides were stained with
Acridine Orange 10mg/mL (INVITROGEN, Carslbad, USA) and set with cytoseal-60
(SIGMA). Subsequently, images of stained bacteria were captured using the CSLM system
FLUOVIEW FV 1000 (OLYMPUS, Tokyo, Japan) with 60X objective lenses with
additional zoon of 3X, using a excitation and emission wave length of 488nm and 525nm

respectively.

2.5. Strains in Biofilm

2.5.1 Biofilm preparation Biofilms were grown on sterile cellulose nitrate membrane
filters (CNM) of 0.22 pum pore size, 13mm diameter (MILLIPORE, Billerica, USA),
handled under sterile conditions. The methodology used for the formation of the biofilm
was adapted from those described by Merrit et al. (2005) and Gursoy et al. (2009). The
inoculum was prepared in a liquid medium as follows: 20ul of bacterial culture, freshly
grown in BHI broth and adjusted to the turbidity of 6 MacFarland (OD600 -2.27 nm)
was inoculated onto each CNM placed on BHI agar with 5% sheep blood plates and

incubated for 3 days in anaerobic conditions.

2.5.2. Analysis of the oil effect on mature biofilm at two different exposure periods
After the biofilms were grown of on the CNMs, they were aseptically removed from the

agar plates and exposed to different concentrations of the EO (MIC and 2xMIC) in BHI
broth for 1 and 2 hours. After that time the solutions underwent serial dilutions of 10to 10in
tubes with reduced-medium broth. Inocula of 25 puL for each dilution were incubated in BHI
agar with 5% sheep blood and analyzed after 48 hours. The tests were all performed in

triplicate for each bacterium.
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3. Results

The chemical analyses showed that the major constituent of the P. amboinicus EO was
carvacrol (90.55%), followed by others terpenoids. The determination of MIC for the EO
against planktonic cells showed values of 32 pg/mL for F nucletaum, 64 pg/mL for B.
Jragilis and 128 pg/mL for B. tetaiotaomicron.

The kill-time analysis provided data about the start time and duration of the EO's
antibacterial activity against anaerobic cultures (Figure 1). After exposure to 128 pg/mL
(supra MIC) and 64 pg/mL (MIC) concentrations, the bacterial population of B. fragilis was
completely inactivated within 60 minutes. The concentration of 32 pg/mL demonstrated
bacetriostatic action after 60 and 120 min exposures and bactericidal effect after 4 hours.
The concentrations of 128, 64 and 32 pg/mL were bactericidal for the planktonic strains of
F. nucleatum and total inhibition was observed within 120 min at supra MIC concentrations
(128 and 64 pg/mL). For B. thetaiotaomicron, the concentration of 128 pg/mL (MIC)
showed total inhibition of strains after 1 hour exposure and the concentrations of 64 and 32
png/mL were bacteriostatic at 60 and 120 minutes. At 64 pg/mL, the EO had bacteriostatic
action against B. thetaiotaomicron only after 4 hours. B. thetaiotaomicron was the species
that needed the highest concentrations of the P. amboinicus EO to suffer its bactericidal
effect, followed by B. fragilis and F. nucleatum, in descending order.

To investigate the mechanism of action of the P. amboinicus EO against the cell membranes
of these anaerobic bacteria two assays were executed: the crystal violet assay and the
analysis of cell surface by CLSM. The initial crystal violet uptake by the tested anaerobic
strains was of 29%, in the absence of the EO, but that was increased by 50% after 1 hour
exposure to the EO at 64 and 128ug/ml. Metronidazol showed no effect on the crystal violet
uptake, while the chelating agent EDTA (0.25M) increased that uptake in over 60% of the
initial uptake. The advanced microscopy by CSLM, with the use of the nucleic acid
selective fluorescent cationic dye Acridine Orange, revealed a significant reduction in the
number of bacteria and measured fluorescence, for B. fragilis, after 1h exposure to the
inhibitory concentration of 64 pg/mL of 10 the P. amboinicus EO when compared to the
non-exposed control.

Suprainhibitory concentrations of the P. amboinicus EO (MIC and 2xMIC) showed lack of

antibiofilm activity against the tested strains.
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4. Discussion and conclusions

Carvacrol, the main component in P. amboinicus EO, has attracted considerable attention
from researchers, as a result of its wide-spectrum antimicrobial activity (Nostro et al. 2004;
Knowles et al. 2005,). According to Ben Arfa et al., 2006 and Nostro et al., 2009, carvacrol
acts, like many other EOs, on the cytoplasmic membrane of cells with considerable effects
on its structural and functional properties. The membrane becomes increasingly permeable
to protons and ions and loses its integrity. Some studies have demonstrated that carvacrol
acts against Gram positive and Gram negative aerobic bacteria (Gill & Holley, 2006; Nostro
et al., 2004). And it has also been reported that carvacrol can inhibit the growth of Gram
positive and Gram negative aerobic bacteria in biofilm (Knowles et al., 2005; Nostro et al.,
2009).

Nostro et al (2009) reported that, after in vitro exposure to carvacrol for a period of 3 hours,
a major reduction was observed in staphylococcus biofilm aggregated cells. This was
similar to results observed after 24 h exposure, suggesting that the carvacrol mainly acted
on the biofilm during the first 3 hours, after which it exhibits no further antibacterial
activity.

The presently observed bactericidal action of P. amboinicus EO over anaerobic Gram
negative bacilli occurred within 2 hours of exposure. The most sensitive species was
Fusobacterium nucleatum, followed by B. fragilis, being B. thetaiotaomicron, the most
resistant. These findings are comparable to what is commonly reported of these bacteria in
regards to their susceptibility to antibiotics in general. Within the B. fragilis group, B.
thetaiotaomicron is the species that presents with the largest spectrum of resistance to
antimicrobial drugs (CLSI, 2007).

The crystal violet and CLSM assays were carried out just for B. fragilis as it is the most
frequently isolated and most clinically relevant of the three species investigated. These
showed, as other studies have shown, that carvacrol has direct effect on the membrane of
bacteria. These results are consistent with earlier studies showing that carvacrol kills
aerobic bacteria through a membranolytic mechanism (Ben Arfa et al., 2006 and Nostro et
al., 2009). This suggests that both aerobic and anaerobic bacteria share surface features that
are target by this EO.

No effect on mature biofilms was observed (bacteriostatic or bactericidal) after exposure to
the EO at 2x MIC. It is possible that higher concentrations might show some inhibitory
effect, which would need further tests to confirm.

These studies establish that the antibacterial activity spectrum of P. amboinicus EO includes

the Bacteroides fragilis group, thus encouraging further investigations of its therapeutic
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potential, especially for topic use in chronic wounds such as diabetic foot, as it is already

traditionally and empirically used in the northeast of Brazil.
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Figure 1. Kinetic analysis of growth for (A) Bacteroides thetaiotaomicron ATCC
29741, (B) Bacteroides fragilis ATCC 25285 and (C) Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 after exposure to P. amboinicus essencial oil for different time periods (0 — 6h)
and at three concentrations (32, 64 and 128 pg/ml), compared to a control drug and
nonexposed bacteria.
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Figure 2. Confocal laser scanning microscopy images of B. fragilis ATCC 25285: (A)
medium control, (B) culture after exposure to P. amboinicus essential oil for 1 hour, and

(C) non-exposed culture.
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7 CONCLUSOES

As folhas de P. amboinicus (Lour.) Spreng forneceram um OE contendo 5
constituintes. O composto majoritario, identificado como carvacrol (90,55%),

determina o quimiotipo do material vegetal estudado;

O o¢leo essencial de P. amboinicus (Lour.) Spreng apresentou atividade
antimicrobiana in vitro, frente aos bacilos Gram negativos anaerdbios testados
(Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucletaum e Bacteroides thetaiotaomicron)
em forma planctonica, com CIM de 64, 64 e 128ug/mL respectivamente. No
entanto, para o biofilme destas espécies, concentragdes iguais a do CIM e 2 x

CIM néo foram capazes de inibir seu crescimento;

Em relag@o as cepas testadas, o 6leo essencial revelou um efeito bactericida em
até 2h, demonstrando um efeito inibitério mais eficaz que os apresentados por

drogas usuais;

Em concentragdes bactericidas, o 6leo essencial foi capaz de causar dano a
membrana plasmética, aumentando a permeabildade bacteriana e

consequentemente promovendo morte celular;

Na avaliagdo da toxicidade do 6leo essencial frente a Artemia sp., um valor de

CLs inferior a 1000 pg/mL permite considerar o composto como toxico;

Os resultados obtidos sdo promissores mas ainda preliminares. Estudos de
toxicidade em células sadias e tumorais e ensaios para testar o Oleo sobre
biofilmes bacterianos utilizando concentragdes maiores do OE podem ser
realizados. A atividade bactericida do 6leo essencial avaliado pode abrir
perspectivas, no desenvolvimento de fitofarmacos eficazes e de baixo custo, com
vistas a serem utilizados no tratamento de infec¢Ges bacterianas por organismos

anaerobios no futuro.
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1 Metodologia Complementar

1.1 Determinagio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) Pela Técnica da
Diluicio em Agar (CLSI, 2007)

1.1.1 Antimicrobianos

Foi testado o OE de P. amboinicus (Lour.) Spreng, os compostos isolados,
carvacrol e timol e os antimicrobianos metronidazol e penicilina G, obtidos da Sigma-
Chemical (EUA). As concentragdes utilizadas variaram de 128 pg/ml a 0,125 pg/ml. Na
preparacdo das solugdes estoques dos antimicrobianos foi utilizada dgua destilada estéril
como diluente e para o OE foi utilizado DMSO 3% como solvente. Apos o preparo, as

solugdes foram distribuidas em aliquotas de 5 mL e estocadas a - 20° C (Quadro 1).

Quadro 1 — Preparo das solugdes de antimicrobianos.

TUBO SOLUCAO ESTOQUE DO DILUENTE CONCENTRACAO
ANTIMICROBIANO FINAL DA SOLUCAO
(pg ou U/mL)
(ng ou U/mL)
1 1vol. 1280 e 1280
2 1 vol. 1280 1 volume 640
3 1 vol. 1280 3 volumes 320
o 1 vol. 1280 7 volumes 160
5 1 vol. 160 1 volume 80
6 1 vol. 160 3 volumes 40
7 1 vol. 160 7 volumes 20
8 1 vol. 20 1 volume 10
9 1 vol. 20 3 volumes 5
10 1 vol. 20 7 volumes 2,5

1.1.2 Meio de cultura e preparo das placas

O meio de cultura utilizado neste estudo, bem como o preparo das placas pode
ser visualizado no quadro 2.

O meio de cultura foi o agar Brucella suplementado e adicionado 5% de SDC,

para inoculagfo das amostras em placas de Petri (100 x13mm).
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Com o objetivo de detectar uma possivel contaminag¢fio com bactérias aerdbias e
avaliar a viabilidade das amostras estudadas, foram utilizadas quatro placas controle,
sendo duas no inicio e duas no final de cada experimento. Duas placas controles foram
incubadas anaerobicamente e duas em atmosfera convencional.

Placas controle: 18 mL do meio agar Brucella + 1 mL de SDC + 1,0 mL do

diluente (4gua destilada estéril).

Quadro 2 — Meio de cultura e preparo das placas.

T DESFT::;Kf)O DE A i?wiiE:: l;:::i:
PLACA AGAR(mD) CARNEIRO (mL) * (mL) (ng ou U/mL)
1 17 1 2 ml Tubo 1 128
2 17 1 2 ml Tubo 2 64
3 17 1 2 ml Tubo 3 32
4 5 1 2 ml Tubo 4 16
5 17 1 2 ml Tubo 5 8
6 17 1 2 ml Tubo 6 4
7 17 1 2 ml Tubo 7 2
8 17 | 2 ml Tubo 8 1
9 17 1 2 ml Tubo 9 0,5
10 17 1 2 ml Tubo 10 0,25

1.1.3 Leitura e interpretacio dos resultados

A leitura das placas inoculadas foi realizada apés 48h de incubagdo. Foram
utilizados como padrio de crescimento os controles de anaerobiose, ou seja, placas sem
antimicrobianos, que foram comparadas com o crescimento das culturas nas placas
inoculadas e com agente antimicrobiano. Foi considerada a CIM do antimicrobiano para
cada cepa testada, a menor concentracdo do antimicrobiano que inibiu completamente o
crescimento da cepa ou quando foi observada a presenga de crescimento apenas discreto
no local da inoculagio ou ainda, uma fina pelicula de crescimento visivel a olho nu.

As placas controle de aerobiose foram examinadas antes da determinacgdio da
CIM. Qualquer crescimento nessas placas era indicativo de contaminagfo, dessa forma,

a descontaminag#o da cultura e repeticio do teste era realizada (Figura 4).
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Pré-Aerobiose Pos-Aerobiose Pré-Anaerobiose P6s-Anaerobiose

Fonte: MENDES, 2011

Figura 4. Placas controle pré e pds-aerobiose e pré e pds- anaerobiose.

1.2 Analise microscopica de for¢a atéomica

Uma suspensdo do microrganismo foi preparada a partir de uma cultura
overnight em BHIS a 37 °C sob condigdes estaticas. Uma aliquota desta solugéo foi
coletada, lavada com tampdo PBS, centrifugada e sua turbidez ajustada para 1,5 x 108
UFC/mL. A partir de entfio, um inéculo do organismo foi adicionado a 4,5 mL de PBS
contendo as dilui¢des seriais do MIC (128, 64 e 32 pl/mL). Apés incubagéo a 37 °C por
1 a 2 horas, 2 mL da suspensdo foi coletado e centrifugado a 2600 rpm por 1 hora, o
pellet obtido foi dividido em uma ldmina de microscopia, onde uma parte foi secada ao
ar e outra parte foi fixada com glutaraldeido 2,5% por 10 minutos e desidratada com
etanol graduado (25% - 100%) por 20 minutos.

Apés a preparagdo, as amostra foram conduzidas ao Microscopio de For¢a
Atdmica Multimode Nanoscope I1I-a (Digital Instruments, Santa Barbara - CA). Para a
caracterizacdo morfolégica das mesmas foram obtidas imagens topograficas e de
amplitude em modo de contato intermitente, utilizando-se um cantilever de silicio
cristalino com constante de mola nominal de 40 Nm™ e frequéncia de ressonancia de
242.38 kHz. Areas de 10 pm x 10 pm e 20 pm x 20 pm das amostras foram varridas
em condi¢des ambientais, com frequéncia constante e igual a 0.5 Hz e com resolugéo de

512x512 pixels. As imagens foram processadas com auxilio do software Nanoscope
V5.31rl.
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1.3 Determinaciio da Toxicidade e da Concentracio Letal (CLso) do Oleo Essencial
de Plectranthus amboinicus (Spreng.) Lour (Lamiaceae)

Para determinacdo da toxicidade do Oleo essencial foram utilizadas larvas de
Artemia sp. nas fases de metanauplio II e IIT (Figura 5). Segundo Veiga e Vital (2002),
nesse estagio as larvas ja iniciaram a atividade de filtragdo, possibilitando o contato do

epitélio do trato digestivo com 0 meio externo.

Fonte: MENDES. 2011

Figura 5. Larva de Artemia sp. durante a fase de metanauplio II.

A avaliacdo da toxicidade para Artemia sp. seguiu basicamente o método
descrito por Meyer et al. (1982), com modificagdes efetuadas por Fontenele et al. (1988)
e Veiga e Vital (2002), sofrendo algumas adaptagdes para o presente estudo.

Para o teste de toxicidade foram necessarios trés dias: o primeiro dia iniciou-se o
processo de eclosio dos cistos de Arfemia sp., apés 48 horas a preparagio das
concentracdes do oOleo-teste, sendo introduzidas as artemias em cada concentragdo do
6leo e no ultimo dia foi realizada a leitura do dleo testado e anotagdo dos dados para
posterior analise através de um programa estatistico.

No primeiro dia, um total de 0,5g de cistos de Arfemia sp. foram colocados num
vidro de relogio, pesados em uma balan¢a semi-analitica e, em seguida, foram
colocados em um béquer com capacidade para 600 mL contendo agua filtrada para fazer
a lavagem dos cistos durante uma hora. Logo apds, retirou os cistos dessa agua filtrada,
e os transteriu para um béquer contendo agua salgada devidamente tratada com
salinidade de 28% a 32%, sendo ent3o, submetido a iluminagio artificial (luz branca,
para a diminui¢do do calor emitido pela luz) e aera¢do abundante durante um periodo de

36 a 48 horas até eclosdo dos cistos (Figura 6).
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Luz branca —»

Bomba de ar

o8

de agua do mar contendo
Artemia sob aeracao

Fonte: MENDES, 2011

Figura 6. Esquema do aquario utilizado para eclosdo dos cistos de Artemia sp.

O oleo foi preparado com acréscimo do solvente, DMSO 3%, para auxiliar na
homogeneizagio deste com a agua salgada natural devidamente tratada, com
concentragio entre 28% a 32%, formando assim, a solugdo-mae. A partir da densidade
do o6leo foram realizados calculos para a solugdo-mie atingir um volume final de 25 mL
e concentracdo de 1000 pg/mL (6leo/agua). A partir da solu¢do-mae foram feitas varias
dilui¢Bes para determinar as varias concentragdes do Oleo testado. As concentracdes do
teste foram 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 pL/mL, utilizando assim, uma faixa de
concentracio em que muitos organismos sobrevivem até a concentragio onde a
mortalidade é de 100%.

Uma vez as concentragdes preparadas, estas foram transferidas para tubos de
ensaio, realizado em triplicata e com quantidades iguais. Em seguida, 10 artemias foram
adicionadas em cada tubo de ensaio (réplica) com auxilio de uma pipeta Pasteur. Apds a
preparacdo das solugdes e a adigdo das artemias em cada tubo de ensaio, era necessario
cobrir os tubos para minimizar a evaporagéo e ndo permitir a entrada de insetos, que
comprometeriam o resultado do teste, pois os tubos com as concentragdes ficavam
mantidos em temperatura ambiente (29°C + 1°C) sob iluminagio artificial (luz branca)
por um periodo de 24 horas. Um grupo controle também foi preparado com as mesmas
condi¢des dos tratamentos, mas sem a presenca da substincia teste. Foram realizados
trés repeti¢des para cada grupo controle. Grupos controles ndo tratado, tratado apenas
com o veiculo e tratado com o solvente (DMSO 3%), sendo adicionados ao estudo com

a finalidade de comparaco.
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Apds o tempo estipulado, foi realizada a contagem das larvas sobreviventes nos
diferentes tratamentos e no grupo controle.

O nimero de mortes nos diferentes tratamentos foi verificado 24h apés o inicio dos
testes. A concentragdo letal para 50% das larvas (CLso - 24 h) com intervalo de confianga de
95% foi determinada para o OE ou seus constituintes de acordo com o método descrito por
Litchfield e Wilcoxon (1949).

O teste foi considerado valido nas seguintes condigdes: percentual de mortalidade
do organismo testado superior a 10%; e quando a CLs, - 24h do OE e seus constituintes

estiverem na faixa de concentragio estabelecida.

1.4 Analise Estatistica

Para a determinag@o da toxicidade e da concentragdo letal (CLsg) do 6leo
essencial de Plectranthus amboinicus foi feita a Analise de Varidncia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey, adotando-se um nivel de significincia estatistica de 5%, ou
seja, p < 0,05. Enquanto para o ensaio de detec¢do de alteragdo da permeabilidade
bacteriana utilizou-se o pos-teste de Dunnett, que compara todos os grupos de

tratamento e o controle, com nivel de significancia de 5%.
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2 Resultado Complementar

2.1Caracteriza¢do Quimica do Oleo Essencial das Folhas de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng

O processo de hidrodestilagdo resultou em OE de aspecto amarelo claro. Os
rendimentos obtidos foram de aproximadamente 1,30% para as folhas de P. amboinicus
(Lour.) Spreng.

A andlise da composi¢do quimica do OE de P. amboinicus (Lour.) Spreng foi
realizada por Cromatografia Gasosa acoplado a um Espectrdmetro de Massa (CG/EM),
como pode ser visualizado na Figura 7.
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Figura 7. Cromotograma (CG/EM) do 6leo essencial de Plectranthus amboinicus.

A identificagdo dos compostos foi feita por comparagdo dos espectros de massa
com os espectros existentes no banco de dados do equipamento (NIST 21 e NIST 107) e
na literatura (ADAMS, 2001) e comparagdo dos indices de retengdio. Os indices de
retengdo de Kovats (IK) foram determinados utilizando uma série homéloga de
n-alcanos (Cg-Cig) injetados nas mesmas condigdes cromatograficas das amostras,
utilizando a equagdo de Van den Dool e Kratz. Sendo assim, foi possivel a identificacdo

de 98,1% dos constituintes do 6leo, o composto majoritério foi o carvacrol com 90,55%
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Composi¢do quimica do O6leo essencial das folhas de Plectranthus

amboinicus (Lour.) Spreng.

IR" (tempo/min) Compostos® (%) Indice de Kovats
16,80 4-Terpineol 1,34 1177
21,39 Carvacrol 90,55 1298
25,46 B-Cariofileno 3,09 1417
25,97 a-Bergamoteno 1,78 1433
30,97 Oxido de cariofileno 1,36 1583
Total 98,12

Legenda: * Compostos listados em ordem de elui¢io na coluna;’b Identificagdo: IR, indice de
reten¢do, GC-MS, cromatografia gasosa-espectrometria de massas; © indice de retenc¢iio determinado
na coluna apolar (250-280°C; 3°C min™)

A técnica de impacto eletrdnico de 70 elétron-volts (eV) forneceu espectros de
massa de cada constituinte identificado, como pode ser visualizado nas figuras 8 a 12

(ANEXO III).
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Figura 8. Espectro de massas do 4-terpineol.
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Figura 9. Espectro de massas do Carvacrol.
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Figura 10. Espectro de massas do -cariofileno.
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Figura 11. Espectro de massas do a-Bergamoteno.
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Figura 12. Espectro de massas do Oxido de Cariofileno.

2.2 Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A determinag@o da CIM do OE de P. amboinicus (Lour.) Spreng foi realizada
pelo método Wadsworth (Dilui¢do em Agar) de acordo com o protocolo do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007). Os seus respectivos valores, bem como os
referentes aos controles realizados encontram-se sumarizados na tabela 2.

As amostras padrdo apresentaram CIM para o metronidazol e penicilina G

dentro dos pardmetros publicados no manual CLSI 2007.
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Tabela 2 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de
Plectranthus amboinicus, Carvacrol e Carvacrol + Timol sobre as cepas bacterianas

testadas.

Oleo Timol + Carvacrol
Essencial | Carvacrol (gL} Controles
(ug/ml) | (ng/mL) | %
21 2
Microrganismos % % 'é '.§
CIM CIM cm [l E| 8| E|S
<5228
Dl 2l | 2l S
EE AR
B. fragilis ATCC 25285 64 64 64 e I
B. thetaiotaomicron ATCC ol el s
29741 128 128 128
F. nucleatum ATCC 25586 64 64 64 -+ + ]+
P. gingivalis ATCC 33277 64 64 64 -l -+ |+ ]+
P. intermedia ATCC 49046 64 64 64 -+ ]+

+ : presenga de crescimento do microrganismo
- : auséncia de crescimento do microrganismo

2.3 Ensaio de Detec¢iio de Alteracio da Permeabilidade Bacteriana

O ensaio com cristal violeta foi utilizado para verificar alteragdo da
permeabilidade da membrana bacteriana das cepas testadas. A porcentagem de absorgdo
para B. thetaiotaomicron ATCC 29741, revelou uma taxa de absorgdo de CV pelas
células bacterianas, diante das concentragdes utilizadas do OE de 51 e 55%, inferior a
apresentada pelo controle positivo, EDTA (0,25M) (Figura 13).

Este ensaio quando realizado com B. fragilis ATCC 25285 foi 29% sem a
presenca do OE, porém aumentou para 42% e 43% apds tratamento com as
concentragdes de 64 e 128 pg/mL (p/v) do OE por 1 hora, respectivamente. O
metronidazol ndo demonstrou nenhum efeito que revelasse alteragdo na sua
permeabilidade, pois este antibidtico ndo possui agdo sobre a parede bacteriana. O
EDTA (0,25M), agente quelante, forneceu significativo aumento da absor¢éo de CV
pelas células (Figura 14).

Os resultados para F. nucleatum ATCC 25586 revelaram que apés tratamento
com essas mesmas concentra¢des do OE por 1h, as taxas de absor¢do de cristal violeta

foram 40% e 46%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 13. Porcentagem de absorcio do cristal violeta por B. thetaiotaomicron ATCC 29741
apos exposicio a concentragdes de 128 ¢ 64 pg/mL do OE de P. amboinicus por 1 hora.
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Figura 14. Porcentagem de absor¢do do cristal violeta por B. fragilis ATCC 25285 apds
exposi¢ao a concentragdes de 128 e 64 pg/mL do OE de Plectranthus amboinicus por 1 hora.
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Figura 15. Porcentagem de absor¢io do cristal violeta por F. nucleatum ATCC 25586 apos
exposicio a concentragdes de 128 e 64 ng/mL do OE de P. amboinicus (Lour.) Spreng por 1

hora.

2.3 Microscopia de forca atomica

o aq s, 4

.

(64pg/mL) por 1 hora, revelou células bacterianas modificadas e com conteido

citoplasmatico extravasado (Figura 16).

Figura 16. Imagens de Microscopia de For¢a Atomica de Bacteroides fragilis ATCC25285. (a)
Cultura anaerdbia controle (b) Cultura anaerdbia apos exposi¢do a concentragdes inibitdrias

(64pg/mL) do OE de P. amboinicus por 1 hora, mostrando células lisadas.
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2.6 Determinaciio da Toxicidade e da Concentracio Letal (CLso) do Oleo Essencial

de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

O teste de toxicidade com o microcrustaceo Artemia sp. foi realizado em triplicata
¢ teve como controle negativo o solvente utilizado na dissolu¢io do OE (DMSO 3%).

Apos 24h foi determinada a porcentagem de mortalidade para cada concentragio e
a concentragdo letal 50% (CLso) foi determinada plotando-se a porcentagem em fungdo
do log da dose. O OE foi testado nas concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg/mL.
O controle negativo teve 0% de mortos. O OE de P. amboinicus apresentou CLso =
36,55 — 37,91 com intervalo de confianga de 95% (ICoss) (Figura 20). Sendo a CLsg
inferior a 1000pg/mL esta é considerada toxica (MEYER et al., 1982).

Ensaio de Toxicidade in vivo

= Pt N N (8 w
o w o w (=] w
i

N.2de Larvas Mortas

w

o
|

10 20 40 60 80 100
Concentragao (pulL/mL)

Substincia N° Testes CLso (ng/mL)  ICose, (ng/mL)
OE. P. amboinicus 3x3 36,55 a37,91 33,07 a 41,90

Figura 17. Porcentagem de larvas de Artemia sp. mortas em relacio ao aumento da
concentra¢do do Oleo essencial de Plectranthus amboinicus (Lour.), evidenciada pelos
pontos no grafico. A CLs, € observada entre 36,55 a 37,91 ug/mL do éleo.
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B M' ! H?ii'z

dia gn Gstica e AT
smercio Importacao € Exportacao ¢ - ENTRADA 3510 1005 4270 0600 0163 5500 1000 V076 H100 VVOT 6010

BIO-SCAN Ltd t-saipa | !
5 a. ) Consulta de autenticidade no portal nacional da NF-¢
emiro da Silveira DElboux, 96 - Alto da Vila Nova - Cj. 2 N” 000.007.601 . oo
13309-330 ltu - SP SERIE 1 RN =

Fone (011) 4022-9797 FOLHA 1/t ou no site da Sefaz Autorizadora
JA OPERACAO PROTOCOLOC DE AUTORIZACAO DEUSO
MERC.ADQ.TERC. A NAQ CONTRIBUINTE 135100552676769 25/10/2010 09:08:17
ISTADUAL INSCRICAO ESTADUAL DO SUBST. TRIBUT. CNPJ

387.163.016.119 05.427.006/0001-63
00 7TREMETENTE
A0 SOCIAL CNPJ/ CPF DATA DA EMISSAO
LIO COSTA SIDRIM - CNPQ 620160-2008-0 3570 210.578.343-00 25/10/2010
) BAIRRQ /DISTRITO CEP DATA DA SAIDA
IRONEL NUNES DE MELO, 1315 ___|RO RUDULFO TEOFILO l 60430-270
UF SCRICAC ADUAL DA A
EZA ] CE|  (085)3366-8303 l ISENTO
IPLICATA
VENCIMENIO VALOR
22/11/2010 1.830,00
3 IMPOSTC
1.830,00 329,40
VALOR DO SE! (8]

DESCONTO
50,00 ] 0,00 ]

0,00 l 0,00
ADOR / VOLUMES TRANSPORTADOS
{OSOCIAL FRETE POR OONTA CODIGO ANTT
SISTICA LTDA VDTN > is/mm
>SA SENHORA DO O, 1453 LIMAO SAO PAUL(')
ESPECIE CAO
CAIXA(S) JOSE JULIO SIDRIM | 1/1 3,000 0,040
PRODUTOS / SERVICOS
DESCRICAO DO PRODUTO / SERVICO NCM/SH | CST | CFOP | UNID | QUANT | VALOR | VALOR | B.CALC | VALOR { VALOR| ALIQ.{ ALIQ.
UNIT | TOTAL] ICMS | IOMS ™I jioMs| ™I
BACTEROIDES FRAGILIS ATCC 25285 LYFO DISKL 382200901 100§ 6108 FR 11890,00 1 890,00 1890,00 {160,201 0,00] 18 0
BACTEROIDES THETAIOTAOMICRON ATCC 29741 LYFO
DISK 38220090} 100{6108] FR 118590,00{890,00 {890,00 {160,201 0,00} 18 0
Lote:319711-04-12-2011-1.00
TONAIS
IES COMPLEMENTARES RESERVADO AO FISCO
ido: 007162
§ DE COMERCIO IMPORTACAG E EXPORTACAO BIO-SCAN LTDA. OS PRODUTOS E/OU SERVICOS CONSTANTES DA NOTA FISCAL ELETRONICA NF
WO LADO. EMISSAQ: 251072610 VALOR TOTAL: {.830,00 DESTINATARIO: JOSE JULIO COSTA SIDRIN - CNPQ 620(60-ZX§-0 3570 - RUA CORONEL e
AELOQ, 1315, RODOLFO TEOFILO, FORTALEZA-CE N° 000.007.601

ICEBIMENTO IDENTIHCACKO E ASSINATURA DO RECEBEDOR

SERIE 1
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3CO\PA1{EDUARDO).QGD 26/8/2010 17:29:45

»  UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA
LABORATORIO DE CG/EM - PGQO - DQOI - UFC

GCMS Sample Information
Sampls Name 1 PAI
Operator - Admin
Acquisition Date  : 1/7/2009 17:07:46
Method File : CAGCM Ssolutiom\Sample\MIET.OLEOESS .gqgm
Tuning File : CAGCM Ssolution\System\Tune1\26.05.09.qst
Maoddified @ M7200% 17:54:47
Chromatogram
Intensity
10000000
5000000
- = 2 ’Gn -~
TN £ = 225 £ TiC
8 e 1fs e ( 1 : *1.00
10 20 30 40
il
GCMS Method

Column Information: DB-1 (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um film)
Inj. Initial Temp. :250.00°C  Interface Temp. :280.00°C  Control Mode Split  Column Inlet Pressure 487 kPa o
Column Flow (1.0 mmin  Linear Velochy 360 cmfsec  Spiit Ratico 148 Total Flow 500 mi/min  Equilibrivm Time :1.00 min

Oven Temp. Program :Rate  Temperature(°C) Keep Time(min)

- 40.0 0.00

40 1800 0.00

200 280.0 7.00

GCMS Peak Report

Peak#] R.Time[ ITime Area Height[  A/H{ Mark [%Total [Name ase miz
I 9.560 9517 564220 255 220 1.19 57.10
71 16.809] 16.758 636237 235717 265 134 T1.05
3 2T30RT 717671 430035791 106405331 404 9438 13520
4| 25365 15308 1405855 E G 5 ] T F1.00
50 259701 25917 844335 252030] 335 1.78 93.20
6] 265751 263542 335151 131882] 254 MI 0.71 93.10
71 30617 30325 644532 186774 3451 MI 136 4095

47493886 12175830 100.00
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GCMS Library

<< Target >>
Line#:1 R TimeD3558(Scan® 788} MasPeaks 57 BasePeak 57 18(76405;
RawMode: Averaged 9. 550-9. 567(787 789} BG Mode:Cale. from Peak
100 ]

] 43

41
1 )
i ! nT bl B 46 B2

A AN I S RN B )

20 40 60 S0 100 120 140 160 IS0 200

Hit#:1 Bntry:15361 Library: WILEY229.LIB
SE93 Formula:C8 HI6 O CAS:3391-86-4 MolWeight:128 Retindex:0
CompName: 1-OCTEN-3-UL $3$

Hit#:2 Entry:15266 LibmryyWILEY220.LIB
$1:93 Formula:C8 Hi6 O CAS:53907-72-5 MoiWeight:128 Retindex:0
CompName:7-Octen-4-ol (CAS) 1-OCTEN-5-OL 3%

Hit#:3 Entry:15388 Library: WILEY229.11B
S189 Formula:C8 HIE O CASO-0-0 MolWeight:128 Retindex0
ConpNaime: i-UC TEN-3-UL $%

Hit#:4 Entry:5491 Library: WILEY229.118
SI:88 Formula:C6 HI2 O CAS:4798-45-2 MolWei
CompName:1-Penten-3-ol, 4-methyl- {CAS) 4-PENT

ht:100 Retindex:0
300, 2-METHYL- 8%

Hit#:5 Entry:23264 Library:WILEY229.LIB
SE87 Formula:C9 HI8 O CAS:21964-44-3 MolWei,
CompName: {-Nonen-3-of (CAS) N-HEX YL VINY

t:142 Retindex:0

<< Target >>
Line#2 R.Time:16.808(Scan#:1658) MassPeaks:74 BasePeak:71.05(24709)
RawMode:Averaged 16.800-16.817(1657-1659) BG Mode:Calc. from Peak

20
20 240 260 280

'UHOL $% 1-Vinylheptanol $% Hexylvinylcarbinol $$

300 320

100-7 :
:

148 § o

oL e s v g T

3 50 70 90 10 130 150 170 190 210 230 250 270 200 310 330 350 370 390

Hit#:1 Entry:31603 Library:WILEY229.LIB

Sk28 FormulaCI0HIZ O CAS 562-74-3 MoiWeight:154 Retindex:0
CompiNarie:

Hit#:2 Entry:31831 Library:WILEY229 1LIB

Si:82 Formula:C10 Hi8 O CAS:0-0-0 MolWeight:154 Retindex:0
CompName:4- TERPINEOL $%

Hit#:3 Entry:31640 Library:WILEY229.LIB
S1:82 Formula:C10 H18 O CAS:17699-16-0 MolWeight:154 Retlndex:0
CompName:trans Sabinene hydrate $3$

Hit#:4 Bntry:31826 Libmry, WILEY229.LIB
SL82 Formufa:Cf0 HIE O CAS0-0-0 MolWeight: 154 Retindex:0
CompName:LINALOOL $%

Hit#:5 Entry:31241 Library:WILEY229118
S$1:82 Formula:Ci0HIE O CAS:78-70-6 MolWeight:154 R

erindex:()
CompiNaine:i indioot 3% 1,6-Uctagien-3-ol, 3,7-Gimethyl- (CAS) Linaiol $3 beta.-1inalo01 5 Linaiyl ateconot 33 3, F-Diinetiyl-1,6-¢

275
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<< Target >>

Line#3 R.Time:21.400(Scan#:2209) MassPeaks:118 BasePeak:135.20(2889512)
RawMode: Averaged 21.392-21.408(2208-2210) BG Mode:Calc. from Peak

166 T 133

i
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20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 1320 340

Hit#:1 Entry:27759 Library:WILEY229.LIB
51'94 Fm‘mnia‘(‘lﬁ Hi4 O CAS:A99-75-2 MolWeight:150 Ratindex:0
CompiName:¥henol, 2-methyk-5-( 1-methyletiiyl)- (CA %) Carvacrol 55 2-HYDROX Y 4-150PROUPY L-1-ME1HYLBENZERE 8% 10

Hit#:2 Entry:27745 Library:WILEY229.LIB
81:92 Formula:Ci0 Hid4 O CAS:89-83-8 MolWeight:150 Retindex:0)
CompMame:Phenol_ 5-methyl-J-{ -methylethyl)- {{AS) Thymol 8 m—lhymcl 3% p-Uymen-3-o0l §8 Thyme camphor §$ 3-Hydroxy-

Hit#:3 Entry:28145 Library: WILEY229.L1B
SI90 Formula:C10 HI4 O CAS:0-0-0 MolWeight:150 Retlndex:(
CompName:CARVACRUL $$

Hith4 Bowry:28142 Libmry: WILEY220L1B
S1:89 Formula:C10 Hi4 O CAS:0-0-0 MolWeight:150 Retindex:0)
CompName: THYMOL $$

Hit#:5 Entry:27732 Library:WILEY229 LIB
SESS Formula:C10Hi4 O CAS:S8-18-6 MolWeight150 Retindex:d
COmpNameHHenot, 2-( i, I-dmmctiyiotiyij- (CAS] O-[ie Butyipheaot 55 2- I-BUT YL FHENUL 55 FHSHOL, o-0re0atyl- §5 2661

<< T >>
Line#d R Time:25487(Scan# 2607} MassPeaks:77 BasePeak 41 1042844}
RawMode:Averaged 25.458-25.475(2696-2698) BG Mode:Calc. from Peak

100 1

T : T . il 1 ! ¥ & v
20 40 50 an e 120 140 160 lél) 200 220 230 260 Qéﬁ

Hit#:1 Entry:71237 Library: WILEY229 LI1B
SI:93 Formula:CIS H24 CAS:87-44-5 Mochxght 204 Retindex:0
CompName:.beta.-CARYOPHYLLENE $%

St 9\‘) Formula C15 H24 CAS 118650 MolWeight:204 Retindex:0)
CompName:ISUCARYOUPHYLLEN $% .gamma.-caryophyliene $3$ 1socaryophyliene $% Bicyclol /.2 .Ojundec-4-ene, 4,11,1 1-trimeth:

Hit#:3 Entry:71299 Library:WILEY229 LIB
SE87 FormuiaCi5 H24 CASD00 MolWe ”04 Retindex0
ConipiNaniic T RANS{BETA JFCARYUPHY 35

Hit#:4 Entry:71041 Library: WILEY229.L1B
SL:86 Formula:C15 H24 CAS: 252;46—"7—9 MolWeight:204 Retindex:0
CompName:Alloaromadendrene 3% 1H-Uycloproplelazulene, decahydro-1,1, /irimethyl 4-methylene-, | 1aR-{1aalpha. dabeta../ al

Hit#:5 Entry:70795 Library:WILEY229.L)
SI:86 Formula:C15 H24 CAS:6753-98-6 MolWelght 204 Retlndex:0
CompName:.alpha.-Humulene $$ 1.4,8-Cycloundecatriene, 2,6,6,9- tctramethyl- (E,E,E)- (CAS) 4,7, 10-CYCLOUNDECATRIENE

3/5
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<< Target >>
Line#:5 R.Time:25.967(Scan#:2757) MassPeaks:67 BasePeak:93.20(28782)
RawMode: Averaged 25.958-25.975(2756-2758) BG Mode:Calc. from Peak
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41

I B oz ta8 160 e .
gl 16 j s wo AW 25 el /A.vn

]

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 280

20

Hit#:1 Entry:71012 Library:WILEY229.LIB
SES0 Formula:C15 H24 CAS:13474-59-4 MoiWeighi 204 Reaindex®
CompiName:, | KANS- At PHA -BERGAMULTENE b3 Bergamatene 3% tans-.alphia -Bergamotene §5 Bioyciots. 4.t thept-Z-ene, 2.6

Hit#:2 Entry:71011 Library:WILEY229.LIB

SI:88 Formula:C15 H24 CAS:17699-5-7 Mochx t:204 Retindex:0
{ompName: alpha -Hergamaotene S8 Hicyelold 1 ot-Z-ene, -.b—dxmethyl—b—(#meﬂxyl 3-pentenyl}- (LAN) 2-Naorpinene, 2.6-dime

Hit#:3 Entry:70751 Library:WILEY229.LIB
SI:87 Formula:C15 H24 CAS:495-60-3 MolWexght 204 Retindex:0
CompName:Zingiberene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 5-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methyl-, [S-(R¥5%)]- (CAS) I-Zngiberene $% (-}-Zu

Hith4 Enwry:71175 Libmry WILEYZ20.LIB
SI:84 Formula:C15 H24 CAS:64727-43-1 Mo[Welg,ht 204 Retindex:(
CompName:(£)-CS- ALPHA.-BERGAMUTENE !

Hit#:5 Entry:70840 Library: WILEY229.118
Si84 Formula:Cis 124 CAS:87-445 MolWeiEm:ZﬁA Retindex 0 B
ConpRameTang-Caryopiyienc 55 BICYeio] / 2.0juntec-4-ene, 4,11,1 1-UHMEmyl-3-metyiene-, {1R-{ 1R 48387} (UAS] -Car

<< Target >>

Linedt:6 R.Time:26 575(Scandh 2830} MacsPeske:57 BasePeak:93 HIRGRE)

RawMode:Averaged 26.567-26.583(2829-2831) BG Mode:Calc. from Peak

100 w ;
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1
!
|
U i ! 6 75 1w

2R 235 233
] { ]

NRRE [N SURNNN SOON SUNMRE (NOND - N O S—".

i
20 40 a0 a0 00 20 140 160 130 200 220 240

Hit#:1 Entry:70791 Library:WILEY229.LIB
SI:77 Formula:C15 H24 CAS:6753-98-6 MolWeight:204 Retindex:0
CompName:.alpha.-Humulene $$ 1,4,8-Uycloundecatriene, 2,6,6,9-tetramethyl-, (BB, H)- (CAS) 4,7, 10-CYCLOUNDHCATRIENE

SL:76 Formuia:CI5 HZ4 CAS:74703-35-3 MolWeight:204 Retindex:(
CompName:BICYCLOGERMACRENE $5

Hit#:2 Enuy. 71183 L!bmgr“ HEY225.LIB

Hit#:3 Entry:59059 Library:WILEY229.LIB
SE75 Formula:C14 H22 CAS:0.00 MolWeight:190 Retindexd
CompNamesSEikU 2 U DEUCASS 7-DIERE, 11,11-DIMETHYL- 3

Hit#:4 Entry: 71191 Library: WILEY229.L)

SI75 Formula:C15 H24 CAS:515-13-9 MolWelght 204 Retindex:0
CompName: BEUA, HIL EMENH BY

Hit#.5 Entry:59058 Library: WILEY229.LIB
SL75 Formula:Cl4 H22 CAS:62338-54-9 MolWeight:190 Retindex:0
CompName:1,5-Cycloundecadiene, 8,8-dimethyl-Y-methylene- (CAS)
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