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RESUMO

Conhecida popularmente como Erva-cidreira, a espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown ¢
uma planta amplamente utilizada na medicina popular brasileira para varios fins terapéuticos.
Considerando estudos que comprovam o potencial antimicrobiano (ATM) do 6leo essencial
das folhas de L. alba, em especial do quimiotipo II (OELall), esse estudo teve como objetivo
avaliar sua interferéncia na ag¢do de cinco antibioticos (Azitromicina (AZI), Ceftriaxona
(CEF), Ciprofloxacino (CIP) e Vancomicina (VAN)), utilizados para combater infec¢des por
Staphylococcus aureus resistente (ORSA) e sensivel (OSSA) a oxacilina. O material botanico,
folhas frescas do quimiotipo II de L. alba, foi obtido no Campo Experimental de Paraipaba da
Embrapa Agroindustria Tropical e o OELall foi obtido por hidrodestilacdo. As cepas padroes
utilizadas no presente trabalho foram: S. aureus ATCC 6538P e S. aureus ATCC 14458
(cepas OSSA); S. aureus CCBH 5330 e S. aureus ATCC 33591 (cepas ORSA). A atividade
antimicrobiana do OELall e dos ATM foi avaliada pela determinagdo das Concentragdes
Inibitéria Minima (CIM) e Letal Minima (CLM). Para determinagdo do efeito modulador
(sinergismo, indiferencga ou antagonismo) do OELall sobre os ATM foi utilizado o Método de
Checkerboard e o calculo dos Indices de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF). Os
resultados obtidos mostram que a CIM do OELall para as cepas OSSA e ORSA foram muito
proximas, variando de 312 a 625 pg/mL. As CLM ocorreram na faixa de 312 a 1250 pg/mL.
O efeito modulador do OELall, demonstrado pelo método de Checkerboard, variou
dependendo do antibiotico e da cepa testada, sendo a VAN o antibidticos com melhores
resultados, pois em 100% das cepas testadas foi observado sinergismo da associagdo com o
oleo essencial, até mesmo na concentragao 1/16 da CIM do OELall ¢ ATM. Para a CIP, a
associacdo resultou em efeito sinérgico para 50% das cepas testadas, sendo essas cepas
resistentes a OXA. Ja para a CEF, a associagdo foi indiferente para 100% das cepas testadas.
A associa¢do do OELall com AZI foi antagonica para 75% das cepas e indiferente para 25%.
Os resultados mostram que o OELall modula positivamente a agdo antimicrobiana da VAN e
CIP, potencializando a eficdcia desses ATM. Dessa forma, o OELall pode ser considerado um
candidato potencial ao desenvolvimento de um fairmaco capaz de contribuir para o controle da
resisténcia microbiana e para a reducdo das doses terapéuticas efetivas.

Palavras-chave: Lippia. Anti-Infecciosos. Oleos Volateis.
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ABSTRACT

Popularly known as “ervacidreira”, the Lippia alba (Mill.) N.E. Brown species is a popular
plant that is largely used in Brazilian popular medicine to reach many therapeutic goals.
Considering the studies that prove the antimicrobial potential (ATM) of the essential oil of L.
alba, specially the chemiotype II (OELall), this study had the goal to evaluate its interference
in the action of five antibiotics (Azitromicin (AZI), Ceftriaxone (CEF), Ciprofloxacin (CIP) e
Vancomicin (VAN)), used to fight Staphylococcus aureus oxacillin-resistant (ORSA) and
Staphylococcus aureus oxacillin-sensitiveinfections. The botanic material, dried leaves of L.
alba chemiotype II, was obtained from the Experimental Field, Embrapa Tropical in
Paraipaba. The OELall was obtained by hydrodistillation. The standard strains used on this
study were: S. aureus ATCC 6538P and S. aureusATCC 14458 (strains OSSA); S.
aureusCCBH 5330 and S. aureusATCC 33591 (strains ORSA). The antimicrobial activity
from OELall and the antibiotics was evaluated using the determination of the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Lethal Concentration (MLC). In order to
determine the modulating effects (synergism, indifference and antagonism) from OELall over
the antimicrobials, it was used the Checkerboard Method and the Fractional Inhibitory
Concentration Indices calculation. The results show that the OELall MIC to the strains OSSA
and OSRA were very close, varying from 312 to 625 pg/mL, as well as the MLC that varied
from 312 to 1250 pg/mL. The modulating effect of OELall demonstrated by the Checkboard
Method varied depending on the antibiotic and the tested strain, being VAN the antibiotic
with better results, because in 100% of the tested strains was observed synergism of the
association between these antibiotics and the essential oil, even in the 1/16 MIC concentration
of OELall and ATM. To the CIP, the association resulted in a synergic effect to 50% of the
tested strains, being these strains OXA resistant. To the CEF, the association was indifferent
for 100% of the tested strains. The OELall and AZI association was antagonist for 75% of the
strains and indifferent for 25%. The results show that the OELall modulates positively the
antimicrobial action of VAN and CIP, enhancing the efficacy of these ATM. Thereby; the
OELall can be considered a potential candidate to pharmaceutical development, capable of
contributing to the antimicrobial resistance control and to the reduction of effective
therapeutical doses.

Keywords: Lippia. Anti-Infective Agents. Volatile Oils.
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1INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

As plantas tém sido utilizadas de diversas formas pela populagdo para tratar doengas ao
longo dos anos. A referéncia mais antiga que se conhece sobre essa utilizacdo data em mais de
sessenta mil anos, nas descobertas feitas em estudos arqueologicos no Ird. Na China, 3000
a.C, tem-se os primeiros vestigios de utilizacao de fitoterapicos, onde um imperador chinés
catalogou 365 tipos de ervas medicinais e venenos utilizados naquela época (REZENDE;

COCCO, 2002).

A observagdo popular dos efeitos terapéuticos de plantas chamadas “medicinais”
impulsionou a ciéncia em busca de comprovacao desses efeitos. Sabe-se que muitas plantas
medicinais possuem compostos quimicos com atividade terapéutica, entretanto sua utilizagao
deve ser cautelosa, uma vez que, assim como um medicamento sintético essas substancias
podem trazer riscos ao usuario. Assim, para que o uso de uma planta medicinal seja
considerado seguro, € necessario que sejam feitos estudos quimicos, farmacologicos e

toxicolégicos (RITTER et al., 2002).

No Brasil, o farmacéutico pesquisador Dr. Francisco José de Abreu Matos, professor da
Universidade Federal do Ceard, foi pioneiro em estudos com plantas medicinais. Seu trabalho
tinha como objetivo catalogar as plantas utilizadas na medicina popular e elucidar a
veracidade de seus efeitos terapéuticos, devolvendo esse conhecimento para a populagdo

(PHARMACIA BRASILEIRA, 2009).

E sabido que varias bactérias sdo capazes de desenvolver resisténcia as drogas utilizadas
como agentes antimicrobianos, entre as cepas que apresentam resisténcia, Staphylococcus
aureus € um patogeno versatil, capaz de causar uma grande variedade de infec¢des, que nos
ultimos anos aumentaram devido a presenca de espécies resistentes a oxacilina (ORSA)

(DUARTE, 2006; PACHECO, 2009).

O crescente problema da resisténcia microbiana aos futuros tratamentos com
antimicrobianos leva a incerteza de sua viabilidade, sendo necessario o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas. Assim, espera-se que os 6leos essenciais (OEs) atinjam alvos
moleculares nos microorganismos, diferentes dos antibidticos convencionais, de modo que,

sejam ativos contra patogenos resistentes (DUARTE, 2006).

Os Oleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em muitos Orgaos
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vegetais e estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia da planta,
principalmente na defesa contra microrganismos. Os OEs possuem atividade antibacteriana e
antifngica, sendo extraidos de diversas partes vegetais (folhas, flores, sementes, raizes,
cascas e tubérculos) de plantas aromaticas e medicinais (SIQUI et al., 2000; BIZZO; HVELL;
REZENDE, 2009)

A Lippia alba, também conhecida como “erva-cidreira”, ocorre nas Américas Central e
do Sul e ¢ encontrada praticamente em todas as regides do Brasil, onde seu emprego como
planta medicinal ¢ bastante utilizado pelas suas propriedades sedativa, carminativa,
analgésica, espasmolitica, emenagoga e antimicrobiana (MATOS et al., 1996; VALE et al.,
1999; ZETOLA et al., 2002; GEROMINI et al., 20012).

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo verificar o efeito do 6leo essencial
de Lippia alba do quimiotipo II (OELall) na atividade antimicrobiana da Azitromicina
(AZI); Ceftriaxona (CEF); Ciprofloxacino (CIP) e Vancomicina (VAN), a fim de buscar
novas alternativas de formulagdes terapéuticas com menores concentracoes e

contribuindo para o controle da resisténcia bacteriana as drogas antimicrobianas.

1.2 Planta Medicinal

Uma planta ¢ denominada medicinal quando possui substancias ativas que provocam no
organismo humano, reagdes que podem variar da cura ao abrandamento da doenca (SILVA

JUNIOR, 1994).

No Brasil, a utilizagdo de plantas para tratamento de determinadas enfermidades vem
crescendo, alavancada pela busca de medicamentos de origem natural, que parte consideravel
da populacdo acredita causar menos efeitos colaterais. Por outro lado, inimeros pesquisadores
salientam a necessidade do uso moderado de plantas medicinais objetivando evitar problemas
quanto ao uso prolongado e indiscriminado destes produtos (MARINHO et al., 2007;
NEGRELLE et al., 2007).

Em alguns paises industrializados, como Franga, Italia e Alemanha, estima-se que entre
70% a 90% da populagdo recorrem ao conhecimento popular, sob o cunho de “medicina
complementar”, “alternativa” ou “ndo convencional”. Esta mesma taxa pode ser observada em
paises emergentes, porém sob uma realidade diferente, uma vez que o acesso aos
medicamentos padronizados ¢ precario, sendo a medicina popular a principal fonte de

prevengdo, tratamento e manutencao da saude de grande parte da populacdo nestes paises,
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(WHO, 2011).

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando com um niimero
estimado acima de 20% do niimero total de espécies do planeta. Com mais de 55 mil espécies
descritas, o que corresponde a 22% do total mundial, esta rica biodiversidade ¢ acompanhada
por uma longa aceitacao de uso de plantas medicinais e conhecimento tradicional associado.
Aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica advém direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais (CARVALHO et al.
2007).

O uso de plantas e seus derivados pelo homem, objetivando a promoc¢ao e
manutencdo de sua saude, podem ser comprovados historicamente por registros de
longa data, como por exemplo, os egipcios, assirios, mesopotadmicos, indianos, chineses e
outras civilizagdes que sempre contavam com a figura do pajé, xama ou benzedor. O
curandeiro local era a figura responsavel pela indicagdo da espécie de planta correta
para afeccbes variadas, desde febres, distirbios psicolégicos e gastrointestinais,
infecgdes bacterianas, acne, gota, e até epilepsia, pelo emprego de formulagdes simples,
como cataplasmas, chdas, decoctos, pos, defumadouros, tinturas e outras formulacdes

herbais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Na medicina popular, as plantas sdo utilizadas concomitantemente ao uso de
medicamentos convencionais (AMORIM, 1999). Neste uso associado, as plantas medicinais
e/ou seus subprodutos podem atuar inibindo ou intensificando o efeito terapéutico dos
medicamentos convencionais, bem como nao interferir na resposta esperada (NASCIMENTO

et al.,2000).

Segundo Lima et al. (2003), existe um grande interesse no uso de plantas medicinais
como fonte de agentes que combatem doencas causadas pela a¢do microbiana. Para tanto,
estudos experimentais sdo essenciais para confirmar as possiveis propriedades antibidticas

dessas plantas e de seus produtos derivados.

1.3 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

Os antimicrobianos s3o substancias naturais (antibidticos) ou sintéticas
(quimioterapicos) que agem sobre microrganismos inibindo o seu crescimento ou causando a

sua destrui¢ao. (MOTA et al., 2010).

Ap6s sua descoberta em 1928, por Alexander Fleming, e sua disponibilizagdo para a
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populacdo civil em 1944, antes exclusividade de militares, os antibioticos aumentaram a
sobrevida ap6s infecgdes e procedimentos cirurgicos, pois sua utilizacdo foi amplamente
difundida de tal forma que os antibidticos sdo considerados os medicamentos mais vendidos

no mundo segundo Van Boeckel et al. (2014).

Os antimicrobianos sdo a classe de medicamentos mais frequentemente prescritos em
hospitais. Cerca de 40% dos pacientes hospitalizados sdo tratados com os mesmos, tanto para
indicagcdes terapéuticas como profilaticas, e seu emprego inadequado tem proporcionado o
surgimento cada vez maior de microrganismos resistentes (BOLUFER et al.,, 2004;

RODRIGUES; BERTOLDI, 2010).

Uma cepa microbiana ¢ considerada resistente a um agente antimicrobiano quando ¢
capaz de se multiplicar na presenga de concentragdes de drogas antimicrobianas mais altas do
que as doses terap€uticas dadas a humanos e/ou animais. A resisténcia microbiana ¢ um
fenomeno biologico e natural que se tornou efetivamente evidente apds a terapia

antimicrobiana na década de 1940 (BRAOIOS et al., 2013).

Na maioria dos casos, a utilizacdo destes medicamentos, realizada de forma abusiva e
desnecessaria, expde a populacdo a uma série de riscos, com implicacdes diretas no
desenvolvimento da resisténcia bacteriana e inefetividade terapéutica, consequentemente, ha
aumento na morbidade, mortalidade e gastos com saude decorrentes de processos infecciosos
(CIFTCI et al., 2001; FIJN et al., 2002; ABRANTES et al., 2007; OBRELI NETO; VIEIRA;
CUMAN, 2011)

A primeira utilizagdo clinica de um antibidtico foi contra uma infec¢do por
Staphylococcus aureus, desde entdo, a penicilina foi amplamente utilizada contra infec¢des
estafilococicas até os anos 60, quando comegaram a aparecer as primeiras cepas resistentes.
Com isso, foi criado o beta-lactdmico sintético meticilina, que era resistente a acao das beta-
lactamases. Entretanto, o frequente uso das penicilinas penicinilase-estaveis, como meticilina
e oxacilina, resultou, poucos anos depois no surgimento de cepas resistentes a
meticilina/oxacilina - MRSA/ORSA.

O Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), de origem hospitalar ou
comunitaria, tem sido relatado como um dos principais problemas graves de saude por
apresentar resisténcia aos antibioticos beta lactimicos e a outras muitas classes de
antimicrobianos. Essa resisténcia a multiplos antibidticos tem sido um fator que favorece a
falha terapéutica devido a dificuldade de se encontrar uma antibioticoterapia ideal

(FERREIRA et al., 2009).
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As pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos sao
demasiadamente importantes para obtengdo de um nimero maior de opgdes para o tratamento
de infecg¢des bacterianas, ja que o uso cada vez maior dos antibidticos existentes fez com que
as bactérias desenvolvessem mecanismos de defesa e resisténcia contra os agentes
antimicrobianos disponiveis, dificultando e algumas vezes impossibilitando o tratamento dos

enfermos.

14 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais sdo substdncias naturais e complexas, sintetizados durante o
metabolismo secundario de plantas aromadticas, caracterizando-se por serem volateis e
possuirem forte odor. Em sua maioria, estes 6leos sdo extraidos de plantas naturais de regides
quentes como os tropicos e o mediterrdneo, onde representam parte importante da
farmacopéia tradicional (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

Definidos pela International Standart Organization (ISO) como produtos obtidos de
parte de plantas através de destilagdao por arraste com vapor d’agua, sdo misturas complexas
de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (PEREIRA, 2006).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentracdes; normalmente, um deles ¢ o composto majoritario,
existindo outros em menores teores ¢ alguns em baixissimas quantidades (tragos) (SIMOES et

al., 2004; PEREIRA, 2006).

A composi¢do do o6leo essencial de uma planta ¢ determinada geneticamente, sendo,
geralmente, especifica para determinado Orgdo e caracteristica do seu estidgio de
desenvolvimento. Contudo, as condigdes ambientais sdo capazes de causar variagdes, como a
influéncia do ciclo vegetativo, em que a concentracdo de cada um dos constituintes do o6leo
pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. (PIRES, 2007).

As plantas ricas em 6leos essenciais devem ser coletadas pela manha ou a noite, pois o
periodo de exposicdo ao sol pode provocar uma perda quantitativa importante do o6leo
existente no vegetal. O grau de hidratagcdo do terreno e os teores de macronutrientes (N, P, K)
também podem influenciar a composicao dos dleos volateis. Entretanto, ndo se pode prever ou
estabelecer um unico padrdo, pois cada espécie reage de forma diferenciada (CASTRO,

2006).
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Virios estudos tém demonstrado diferentes atividades terapéuticas dos 6leos essenciais,
como atividade antimicrobiana (GEROMINI et al., 2012), agdo larvicida (RAJKUMAR et al.,
2010) e agao contra fungos (CARMO; LIMA; SOUZA, 2008).

As  plantas aromaticas tém sido tradicionalmente utilizados na
medicina popular, para estendera vida de prateleira de alimentos, mostrando
inibicao contra bactérias, fungos e leveduras, pois a maioria de suas propriedades sdo devidas
aos Oleos essenciais produzidos pelo seu metabolismo secundario (HULLIN et al., 1998).

Os Oleos essenciais, assim como outros extratos naturais de plantas, vém sendo
considerados uma alternativa importante no controle microbiano tanto na area médica como
na industria de alimentos, bebidas, etc (FORMOLO, 2009), eles sdo capazes de controlar
microrganismos relacionados com a pele (ADAM, et al., 1998), e a deterioracdo de alimentos,
incluindo bactérias Gram-negativo e Gram-positivo (GALLI; FRANZETTI; BRIGUGLIO,
1985).

Sua origem natural € um meio mais seguro para o usuario € para 0 meio ambiente, pois
apresenta menor risco de promover resisténcia microbiana aos seus componentes, ja que sao
misturas de varios compostos que apresentam diferentes agdes antimicrobianas, tornando
assim, mais dificil a adaptacdo do microrganismo (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU,
2003).

1.5 Lippia alba e seus quimiotipos

A “erva-cidreira”, Lippia alba (Mill.) N. E. Br., ¢ uma espécie pertencente a familia
Verbenacea comumente utilizada pela populagdo brasileira como planta medicinal, devido as
propriedades calmante, espasmolitica suave, analgésica, sedativa, ansiolitica e levemente

expectorante (GAMA, 2012).

2 13

No Brasil, ¢ popularmente conhecida como “erva-cidreira”, “erva-cidreira brasileira”,
“erva-cidreira-do-campo”,  “falsa-melissa”, “alecrim-do-campo”, ‘“alecrim-selvagem”,
“cidreira-brava, salva” (CORREA JUNIOR et al., 1991).

A planta ¢ um arbusto perene muito ramificado, com as brota¢des novas eretas, que
tendem a ficar arqueadas com o crescimento, chegando a encostar no solo, onde normalmente
enraizam, formando moitas de 1,5 a 2m de altura (SILVA JUNIOR, 1998; BIASI, 2003).

Matos (1998) relata que existem, no Nordeste do Brasil, trés tipos de Lippia alba,
caracterizados pelos constituintes quimicos de seus 0leos essenciais de suas folhas em trés

quimiotipos: quimiotipo I (mirceno, citral), quimitipo II (limoneno, citral) e quimiotipo III
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(limoneno, carvona).

Teixeira (2009), demonstrou que dentre os trés quimiotipos de L. alba, o 6leo essencial
do quimiotipo II (OELall), que contém grande teor de citral e limoneno, possui 0 maior €
mais amplo espectro de atividade antimicrobiana. Neste estudo, observou-se que OELal e
OELall possuiam em sua composicdo uma maior quantidade de citral (53,3% e 78,98%),
respectivamente, onde OELall possuia o maior teor. Por terem apresentando maior atividade
antimicrobiana, e o OELalll, que nao possui citral, ter apresentando menor atividade, o estudo
relaciona o citral como um possivel responsavel pelo potencial antimicrobiano, mas nao
descarta a possibilidade de sinergismo entre os constituintes do OELall.

Rocha (2012), estudou a interferéncia do OELall na acdo da oxacilina sobre
Staphyloccocus aureus oxacilina resistente (ORSA), com resultados que revelaram que
OELall possui uma atividade sinérgica importante, reduzindo significativamente a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da oxacilina. Além disso, foi demostrado que quando
avaliado o efeito do tempo de exposi¢do do microrganismo a combina¢dao do OELall com
oxacilina, fica evidente a potencializacao do efeito antimicrobiano da associa¢ao em relagdo a
acdo dos compostos separadamente.

Veras et al. (2011), em seu estudo, demonstrou o potencial sinérgico do OELa
associado com eritromicina contra trés tipo de cepas de S. aureus. O efeito mais expressivo
foi 0 aumento 221,4% no diametro da zona de inibi¢do de eritromicina sobre S. aureus ATCC

25923, na presenca de 12% 6leo essencial de Lippia alba.

Virios estudos envolvendo a Lippia alba tem demostrado resultados importantes sobre
o seu potencial terapéutico. O aumento do numero de bactérias resistentes a antibidticos e a
preocupacao relativa a inexisténcia de tratamento contra cepas multi resistentes, faz com que
os estudos para descobertas de novos agentes antimicrobianos sejam cada dia mais relevantes.
Dessa forma surge a importancia da investigacdo cientifica do potencial antimicrobiano e
efeito modulador do OELa, a fim de que se possa elucidar uma nova alternativa terapéutica

para o tratamento de infecgdes por cepas ORSA e OSSA.
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2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia microbiana € assunto problematico e atual, ndo s6 para a comunidade, mas
principalmente para os profissionais de satude e gestores publicos, pois além de aumentar os
riscos de uma infecgao, pode elevar os gastos publicos ligados ao tratamento e cuidado com o
paciente.

O estudo para desenvolvimento de novas substancias com potencial antimicrobiano ¢ de
extrema importancia, pois essa investigacdo pode levar a produ¢do de novos medicamentos
para tratamento de infecgdes por microrganismos resistentes aos antibidticos ja existentes.

As plantas medicinais vém sendo estudadas hd décadas em busca de compostos
farmacologicamente ativos. Com a problematica da resisténcia microbiana, esses estudos tem
se voltado bastante para descoberta de compostos vegetais com atividade contra
microrganismos patogénicos, visto que o Brasil possui uma grande diversidade de plantas
indicadas popularmente para tratar infecgdes, mas sem comprovacao de sua efetividade.

A Lippia alba, estudada neste trabalho, possui no 6leo essencial extraido de suas folhas,
substancias ja comprovadas com a¢do antimicrobiana, como citral, limonemo e carvona.
Dessa forma, faz-se necessario conhecer o efeito causado pela associagao do 6leo essencial
com antibioticos utilizados na clinica, para se determinar a importancia do tipo de interagao
(efeito sinérgico, indiferente ou antagdnico), e assim embasar um estudo continuado para se

desenvolver novos medicamentos para o tratamento de infec¢des microbianas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana das folhas do quimiotipo II de Lippia alba (mill.)

N.E. Brown ¢ sua a¢ao moduladora na associagdo com antimicrobianos de uso clinico.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Letal Minima
(CLM) do OELall, in vitro, sobre cepas ORSA e OSSA;
Avaliar o efeito modulador do OELall na atividade antimicrobiana da AZI, CEF, CIP,

VAN sobre cepas de S. aureus sensiveis e resistentes a oxacilina.


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-451528
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-451528
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Material botanico

O material botanico, folhas frescas de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Figura 1), foi
obtido no Campo Experimental de Paraipaba da Embrapa Agroindustria Tropical e sua
exsicata foi depositada no herbario da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia com o

numero de tombo CEN 73.791.

Figura 1 - Lippia alba (MILL.) N.E. BROWN, quimiotipo II, cultivados no Campo Experimental de Paraipaba,
da Embrapa Agr-(.)_irndﬁstria Tropical

Fonte: Rocha (201)

4.2  Extracdo do oleo essencial das folhas do quimiotipo Il de Lippia alba (Mill.)
N.E. Brown

O oleo essencial (OELall) foi obtido por hidrodestilagdo (arraste de vapor), a partir das
folhas frescas do quimiotipo II de Lippia alba. As amostras foram colocadas em um mariote
ligado a uma fonte de vapor, sendo o mesmo acoplado a um extrator tipo Clevenger e um
condensador (CRAVEIRO, 1981). Apoés duas horas de extracdo, foram separadas as fases
6leo/agua no doseador. A fase organica foi tratada com sulfato de s6dio anidro e filtrada.

A andlises dos constituintes do OELall foi realizada no Parque de Desenvolvimento
Tecnoldgico da (PADETEC) da UFC através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (CG/EM) (Figura 2). Os componentes do OELall foram

identificados através da comparagdo de seus espectros de massa com espectros existentes na


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-451528
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-451528
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/lil-451528
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literatura (ADAMS, 2007).

O rendimento do 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown foi de 0,182%
(g/2).

Figura 2 - Cromatografia do OELall
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4.3 Cepas bacterianas

Foram utilizadas quatro cepas de referéncia de S. aureus, sendo duas cepas resistentes a
oxacilina (ORSA), S. aureus ATCC 33591 e S. aureus CCBH 5330; e 2 cepas sensiveis a
oxacilina (OSSA), S. aureus ATCC 6538P e S. aureus ATCC 14458.

Os procedimentos experimentais foram executados no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LabMicro) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
da Faculdade de Farmacia Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara

(DACT-FFOE-UFC).
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4.4 Determinacao da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A CIM dos antibidticos (ATM) e do OELall foi determinada pelo método de
microdilui¢ao em caldo de cultura, de acordo com a metodologia descrita pelo CLSI (2003).
Culturas microbianas puras mantidas em agar estoque sob refrigeragdo foram repicadas em
caldo infusdo de cérebro e coragdo (caldo BHI, Merck) e incubadas a 35°C até atingirem fase
exponencial de crescimento (6-10h). Apos esse periodo, as culturas tiveram sua densidade
celular ajustada em solugdo salina 0,85% estéril para se obter uma turbidez comparével a do
tubo 0,5 da escala de McFarland, o que resulta em uma suspensdao microbiana contendo
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL, e diluida 100 vezes. Aos pocos da placa de
microdilui¢do foram adicionados 100 pL de caldo Muller Hinton (Merck), 100 uL do OELall
(20mg/mL a 10pg/mL diluido em solucdo com 1% de Tween 80) ou ATM e 5 pL da
suspensdo microbiana (aproximadamente 10° UFC/mL).

Aos pogos-controle de inibi¢do do crescimento microbiano, foram adicionados o meio
de cultura, o agente antimicrobiano e o inoculo do microrganismo. Aos pogos-controle de ndo
inibi¢ao do crescimento microbiano, foram adicionados o meio de cultura, diluente do OELall
e ATM, e indculo do microrganismo.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Passado esse tempo, foram
submetidas a inspecao visual de crescimento microbiano e a leitura de absorbancia a 620nm,
em leitor de Elisa (Bio-Tek). A CIM foi considerada a menor concentracdo do OELall ou
ATM, capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, comprovada pela auséncia
de turvagdo visivel. As leituras de absorbancia foram utilizadas para evitar erros determinados

pela turvagdo do OELall.
4.5  Determinacio da Concentraciao Letal Minima (CLM)

De forma asséptica, foram depositados indculos de 5 uL obtidos a partir dos pogos das
microplacas usadas para a determinacdo da CIM que ndo apresentaram crescimento
microbiano visivel, na superficie do dgar Plate-Count. As placas foram incubadas a 35°C e
apos 24h foram feitas as contagens das colonias crescidas na superficie do agar. A
concentracdo do 6leo essencial que determinou um crescimento microbiano na superficie do
agar < 0,1% do inoculo inicial, foi considerada a CLM, ou seja, a menor concentracao capaz
de determinar a morte de 99,9% das células microbianas.

O tamanho do inoculo microbiano inicial foi determinado pela técnica de microgotas

(ROMEIRO, 2008), para confirmar se as suspensoes microbianas usadas continham realmente
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o niimero de UFC/mL desejado, ou seja, aproximadamente 10® UFC/mL. Para isso, foram
adicionadas, assepticamente, 5 gotas contendo 5 pL de uma suspensdo microbiana com
aproximadamente 10* UFC/mL a superficie do 4gar Plate-Count (Merck) que foi incubado a
35°C por 24h. Apds esse periodo, as colonias crescidas na superficie do agar foram contadas,
foi calculada a média aritmética e o valor obtido foi multiplicado pelo valor da diluigdo. Esse

experimento foi realizado em duplicata e o resultado foi a média dos valores obtidos.

4.6 Avaliacdo do efeito modulador do OELall na atividade de antibidticos de uso

clinico

O efeito do OELall na atividade antimicrobiana dos antibioticos Azitromicina (AZI),
Ceftriaxona (CEF), Ciprofloxacino (CIP) e Vancomicina (VAN) sobre cepas de S. aureus
sensiveis e resistentes a oxacilina foi avaliado pelo Método de Checkerboard, como descrito
por Cleeland e Squires (1991), utilizando-se, para isso, microplacas estéreis com 96 pocos.
Aos pocos das microplacas foram adicionadas aliquotas de 80 pL de culturas microbianas
contendo aproximadamente 10°® UFC/mL, 80 uL de caldo Muller Hinton, 20 pL do OELall e
20 pL dos antibioticos. Os valores de CIM de OELall e dos ATM testados, previamente
determinados, foram utilizados para obtencao das diferentes associagdes do OELall e ATM.

As microplacas foram incubadas a 35°C durante 24 horas. Apds esse periodo foi
realizada a inspec¢do visual do crescimento microbiano. Os resultados obtidos foram avaliados
quanto o efeito modulador do OELall na atividade antimicrobiana dos antibioticos testados.
Foram observadas as associagdes que inibiram o crescimento microbiano (auséncia de
turvacao) e elaborada uma tabela para facilitar a visualizagdo dos resultados utilizando o
calculo do Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF), que é determinado pela

aplicagao das formulas (EUCAST 2003):

CIF do OE = CIM do 6leo essencial na associagao/CIM do 6leo essencial isolado
CIF da ATM = CIM da ATM na associa¢cdo/CIM da ATM isolada

ICIF = CIF do 6leo essencial + CIF da ATM

O Indice CIF (ICIF) foi interpretado como: efeito sinérgico para ICIF < 0,5, efeito

aditivo ou indiferente para ICIF > 0,5 e < 1,0, e efeito antagonista para ICIF >1,0
4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism

5.0 (USA). Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Para
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a verificagdo das diferengas estatisticas entre grupos foi realizada analise de variancia
(Anova) e teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio Letal Minima (CLM)

Para a determinacao de CIM e CLM de OELall ¢ dos ATM foram utilizados os testes de
microdilui¢do em caldo de cultura de acordo com a metodologia descrita pelo CLSI (2003), e
de contagem de células viaveis, respectivamente (BARON; PETERSON; FINEGOLD, 1994).
Os resultados da CIM e CLM do OELall estao expressos na Tabela 1, e os resultados de CIM
e CLM dos antimicrobianos testados encontra-se na Tabela 2. Os resultados da CIM
detectados através de leituras de absorbancia a 620nm em leitor de Elisa (Bio-Tek)
confirmaram os valores obtidos por inspecdo visual de crescimento. Assim foram evitados
erros de interpretacdo determinado pela turvagcdo observada em pocos onde o OELall foi

adicionado em maiores concentragoes.

Tabela 1 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) do 6leo essencial das
folhas do quimiotipo II de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

OELall

Cepas Microbianas CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)

S.aureus ATCC 6538P* 0,312 0,312
S.aureus ATCC 14458* 0,625 0,625
S.aureus ATCC 33591** 0,312 1,250
S.aureus CCBH 5330** 0,625 0,625

*Cepa OSSA; **Cepa ORSA. Fonte: O autor (2015)

Tabela 2 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) dos antimicrobianos.
(Continua)

Cepas Microbianas

Antimicrobianos S. aureus ATCC  S. aureus ATCC

S. aureus ATCC S. aureus CCBH

6538P 14458 33591 5330
CIM 0,117 0,117 500 31,25
AZ1
CLM Nd 0,469 Nd 125,0
CIM 4,0 4,0 64,0 32,0
CEF

CLM 8,0 16,0 Nd Nd
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Tabela 2 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) dos antimicrobianos

CIM 0,125 0,125 0,5 32,0
CIP

CLM 0,25 0,125 1,0 Nd

CIM 1,0 1,0 1,0 1,0
VAN

CLM 2,0 2,0 4,0 1,0

CIM e CLM em pg/mL, Nd: ndo determinada nas concentragdes de ATM testadas.
AZI: azitromicina), CEF: ceftriaxona, CIP: ciprofloxacino VAN: vancomicina.
Fonte: O autor (2015)

O OELall foi testado nas concentragdes de 20 mg/mL a 0,01 mg/mL e os valores de
CIM foram os mesmos para as cepas S. aureus ATCC 6538P e S. aureus ATCC 33591, sendo
de 0,312mg/mL. J4 para as cepas S. aureus ATCC 14458 e S. aureus CCBH 5330 os valores
da CIM foram iguais, porém maiores, sendo de 0,625 mg/mL.

Com relacdo aos antibidticos testados, o menor ¢ o maior valor de CIM encontrado
foram de AZI, de 0,117 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente. O menor valor foi para S.
aureus ATCC 6538P (OSSA) e o maior valor para S. aureus ATCC 33591 (ORSA).

Figura 3 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do OELall para cepa S.
aureus ATCC 6538P (OSSA).

S. aureus ATCC 6538P
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Fonte: O autor (2015)

Figura 4 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do OELall para cepa S.
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aureus ATCC 14458 (OSSA).

S. aureus ATCC 14458

=
&
1

o
s

ke

=
(X
L

o
ka3
1
1l

Absorbancia (620 nm)
[ =]

OELall (mg/mL)

Medida de densidade otica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
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quando comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 5 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ¢ Concentragdo Letal Minima (CLM) do OELall para cepa S.
aureus ATCC 33591 (ORSA).
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Fonte: O autor (2015)
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Figura 6 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do OELall para cepa S.
aureus CCBH 5330 (ORSA).

S. aureus CCBH 5330
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Fonte: O autor (2015)

Figura 7 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Azitromicina para
cepa S. aureus ATCC 6538P (OSSA).
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Fonte: O autor (2015)
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Figura 8 - Concentraggo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Azitromicina para
cepa S. aureus ATCC 14458 (OSSA).
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Fonte: O autor (2015)

Figura 9 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) da Azitromicina para cepa S. aureus ATCC 33591 (ORSA).

S. aureus ATCC 33591
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 10 - Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) ¢ Concentrag¢ao Letal Minima (CLM) da Azitromicina para
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cepa S. aureus CCBH 5330 (ORSA).

S. aureus CCBH 5330
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Medida de densidade otica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 11 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Ceftriaxona para
cepa S. aureus ATCC 6538P (OSSA).
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Fonte: O autor (2015)

Figura 12 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Ceftriaxona para
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cepa S. aureus ATCC 14458 (OSSA).

S. aureus ATCC 14458
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de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 13 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) da Ceftriaxona para cepa S. aureus ATCC 33591 (ORSA).

S. aureus ATCC 33591

koo g!

Absorbancia (620 nm)
(=]
i
o
=

Ceftriaxona (ug/mL)
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de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)
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Figura 14 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) da Ceftriaxona para cepa S. aureus CCBH 5330 (ORSA).

S. aureus CCBH 5330
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comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 15 - Concentrac¢do Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do Ciprofloxacino
para cepa S. aureus ATCC 6538P (OSSA).
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média =+ EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)
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Figura 16 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do Ciprofloxacino
para cepa S. aureus ATCC 14458 (OSSA).
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 17 - Concentracao Inibitdria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do Ciprofloxacino
para cepa S. aureus ATCC 33591 (ORSA).
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de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)
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Figura 18 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do Ciprofloxacino para cepa S. aureus CCBH 5330 (ORSA).
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de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 19 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Vancomicina para
cepa S. aureus ATCC 6538P (OSSA).

S. aureus ATCC 6538P
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)
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Figura 20 - Concentrag@o Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Vancomicina para
cepa S. aureus ATCC 14458 (OSSA).
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdao expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

Figura 21 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Vancomicina para
cepa S. aureus ATCC 33591 (ORSA).

S. aureus ATCC 33501
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Medida de densidade otica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)
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Figura 22 - Concentrag@o Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) da Vancomicina para
cepa S. aureus CCBH 5330 (ORSA).
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Medida de densidade 6tica em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620nm. Valores estdo expressos pela média + EPM
de trés ensaios. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p< 0,05 quando
comparado ao controle (C).

Fonte: O autor (2015)

5.2 Efeito modulador do OELall na atividade de antibioticos de uso clinico

O efeito modulador do OELall na atividade dos ATM testados foi avaliado pelo Método
de Checkerboard realizado em microplacas estéril de 96 pogos. Para o calculo dos valores de
Concentragio Inibitéria Fracionada (CIF) e do Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada
(IFIC) foram utilizados as menores concentragdes de OELall e dos ATM contidas nas

associacoes capazes de inibir o crescimento visual das cepas testadas.

Os ATM testados pertencem a cinco classes: macrolideo (Azitromicina), cefalosporinas
(Ceftriaxona), quinolona (Ciprofloxacino) e glicopepitideo (Vancomicina). Foram utilizadas
diferentes concentragdes de ATM e OELall, em associacdo, para que fosse possivel
identificar se o OE modula sinergicamente, antagonicamente ou se seu efeito ¢ indiferente
quando utilizado em concentragdes sub inibitdrias. As Tabelas de 3 a 6 mostram os valores da

Concentracdo Inibitoéria Minima (CIM), CIF e do IFIC.
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Tabela 3 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao inibitoria fracionada (CIF) de OELall e AZI e
indice CIF da associa¢do OELall + AZI

Cepas Microbianas CIM OELanl CIF oOELant

I A

S.aureus ATCC 6538P 0,312 0,020 0,064 0,10 0,10 1 1,064
S.aureus ATCC 14458 0,625 >0,625 >1 0,10 >0,10 >1 >2
S.aureus ATCC 33591 0,312 >0,312 >1 500  >500 >1 >2
S.aureus CCBH 5330 0,625 >0,625 >1 30 >30 >1 >2

I: CIM do OELall ou CIM da AZI isolados; A: CIM do OELall ou da AZI na associagdo; CIF ogLan = CIM do
OELall na associagao/CIM do OELall isolado; CIF AZI = CIM da AZI na associacdo/CIM da AZI isolada;
Indice CIF = CIF opran + CIF AZI; ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF>0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF> 1,0:
antagonismo (Eucast, 2003).

Fonte: O autor (2015)

Tabela 4 - Concentragdo Inibitoéria Minima (CIM) e Concentragdo inibitoria fracionada (CIF) de OELall e CEF
e indice CIF da associagdo OELall + CEF.

CIM OELall CIF OELall CIM CEF

Cepas Microbianas

I A

S.aureus ATCC 6538P 0,312 0,156 0,5 4 2 0,5 1

S.aureus ATCC 14458 0,625 0,039 0,062 4 4 1 1,062
S.aureus ATCC 33591 0,312 0,312 1 64 16 0,25 1,25
S.aureus CCBH 5330 0,625 0,039 0,062 32 32 1 1,062

I: CIM do OELalI ou CIM da CEF isolados; A: CIM do OELall ou da CEF na associa¢do; CIF ogLar = CIM do
OELall na associa¢do/CIM do OELall isolado; CIF CEF = CIM da CEF na associagdo/CIM da CEF isolada;
Indice CIF = CIF ogran + CIF CEF; ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF>0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF> 1,0:
antagonismo (Eucast, 2003).

Fonte: O autor (2015)

Tabela 5 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao inibitdria fracionada (CIF) de OELall e CIP ¢
indice CIF da associa¢do OELall + CIP.

CIM OELall CIF OELanl CIM crr CIF crr

Cepas Microbianas
A

I A

I

S.aureus ATCC 6538P (0,312 0,020 0,064 0,125 0,125 1 1,064
S.aureus ATCC 14458 0,625 0,039 0,062 0,125 0,063 0,504 0,566
S.aureus ATCC 33591 0,312 0,020 0,064 0,5 0,125 0,25 0,314
S.aureus CCBH 5330 0,625 0,020 0,032 32 8 0,25 0,282

I: CIM do OELall ou CIM da CIP isolados; A: CIM do OELall ou da CIP na associa¢do; CIF ogLar = CIM do
OELall na associa¢cdo/CIM do OELall isolado; CIF CIP = CIM da CIP na associagdo/CIM da CIP isolada;
Indice CIF = CIF ogran + CIF CIP; ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF>0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF> 1,0:
antagonismo (Eucast, 2003).

Fonte: O autor (2015)
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Tabela 6 - Concentragao Inibitoéria Minima (CIM) e Concentragdo inibitoria fracionada (CIF) de OELall ¢ VAN
e indice CIF da associagdo OELall + VAN

CIM OELall CIF oELall

CIM vAN CIF vaN

Cepas Microbianas
I

A A

S.aureus ATCC 6538P (0,312 0,020 0,064 1 0,063 0,063 0,127
S.aureus ATCC 14458 0,625 0,039 0,062 1 0,063 0,063 0,125
S.aureus ATCC 33591 0,312 0,020 0,064 1 0,063 0,063 0,127
S.aureus CCBH 5330 0,625 0,039 0,062 1 0,063 0,063 0,125

I: CIM do OELalI ou CIM da VAN isolados; A: CIM do OELall ou da VAN na associa¢ao; CIF ograr = CIM do
OELall na associagdo/CIM do OELall isolado; CIF VAN = CIM da VAN na associa¢do/CIM da CIP isolada;
Indice CIF = CIF ogran + CIF VAN; ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF>0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF> 1,0:
antagonismo (Eucast, 2003).

Fonte: O autor (2015)

Verificou-se que a associagdo do OELall com VAN apresentou o melhor resultado com
100% das cepas testadas apresentando efeito sinérgico, mesmo em concentragdes muito
baixas de 1/16 da CIM do OE e da VAN. A associagdo do OE + CIP apresentou ser sinérgica
para 50% das cepas testadas, sendo essas resistentes a oxacilina.

J& para a AZI e CEF os resultados ndo foram tdo positivos, pois a associacdo da CEF
com o OELall foi antagénica para 75% e indiferente para 25% das cepas testadas, ¢ a

associacao OF + AZI teve efeito antagonico para 100%.
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6 DISCUSSAO

O conhecimento do fendmeno da resisténcia a agentes fisicos e quimicos entre os
microrganismos data do inicio da era microbiana. Com a introducdo das primeiras substancias
quimicas com finalidade quimioterdpica especifica, Ehrlich e seus colaboradores Franke e
Roehl, em 1905, descobriram o fendmeno da resisténcia as drogas, ao observarem que em
culturas de tripanossomas africanos tratados com arsénico ou com determinados corantes
havia a sobrevivéncia de alguns exemplares da mesma populacdo microbiana. Estes autores
descreveram que infec¢des por tripanossomas tratadas com doses baixas de arsenicais recaiam
e relataram que um novo tratamento falhava porque os tripanossomas haviam desenvolvido
resisténcia as drogas e que esta resisténcia passava a ser hereditiria (ALBERT, 1968;
TAVARES, 2000).

Com o aumento do consumo de antibidticos pela sociedade os mesmos acabam por
combater as bactérias mais sensiveis e selecionam as mais fortes, isso, leva ao aparecimento
de bactérias super-resistentes, em que diversos antibidticos ndo possuem efeito terapéutico
sobre esses microrganismos, portanto, ¢ notavel que o aumento da resisténcia bacteriana
cresce na mesma intensidade que o aumento do consumo de antibidtico na sociedade.
(WECKX, 2012).

E grande o impacto clinico e econdmico decorrentes do uso abusivo, indiscriminado e
irresponsavel de antimicrobianos, seja na terapéutica ou profilaticamente, podendo levar a
disseminag¢do de microorganismos resistentes, levando a perda de sua eficicia ao longo do
tempo, dificultando o tratamento e associando a uma maior morbidade (FERREIRA et al.,
2015)

Por serem temas de grande relevancia, o uso indiscriminado de antimicrobianos e o
aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos, a ANIVSA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) publicou na edi¢do do Diario Oficial da Unido em maio de 2011 uma
norma a fim de controlar a dispensacao e comercializagdo dos antimicrobianos para que dessa
forma seja promovido o uso racional desses medicamentos e assim tentar diminuir o
aparecimento de novas cepas multiresistentes.

No presente trabalho foram determinadas a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragao Letal Minima (CLM) do OELall e dos ATM (azitromicina, ceftriaxona,
ciprofloxacino e vancomicina). Utilizando os valores de CIM e CLM de OELall e ATM,
foram formuladas associagdes OELall + ATM, em concentragdes subinibitorias, para

determinagdo do efeito modulador do OELall sobre os ATM. Os valores de ICIF permitiram
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determinar o tipo de modulacdo do OELall na acdo dos ATM testados sobre cepas OSSA (S.
aureus ATCC 6538P e §. aureus ATCC 14458) e ORSA (S. aureus CCBH 5330 e S. aureus
ATCC 33591): sinergismo, antagonismo ou indiferencga

Staphylococcus aureus ¢ um importante patégeno devido a sua viruléncia, resisténcia
aos antimicrobianos e associagdo a varias doencas, incluindo enfermidades sistémicas
potencialmente fatais, infeccdes cutaneas, infecgdes oportunistas e intoxicacao alimentar
(LOWRY, 1998). Em 1960, descobriu-se a meticilina e as cefalosporinas que ndo sofrem agao
das betalactamases. Ndo tdo distante, foram descritas cepas de S. aureus resistentes a tais
farmacos, que se espalharam rapidamente nos ambientes hospitalares. A vancomicina,
descoberta em 1956, comecgou a ser utilizada no tratamento de cepas resistentes a meticilina
(MRSA) mostrando eficacia. Entretanto, também foram descritas cepas resistentes a este
farmaco (VRSA) (SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2007).

No que diz respeito a crescente importdncia dada a infecgdes bacterianas em
comunidades hospitalares e para o desenvolvimento progressivo da resisténcia
antimicrobiana, um grande numero de estudos tem sido realizados com produtos naturais em
busca de uma nova perspectiva no tratamento de infec¢des bacterianas. Muitas plantas foram
avaliadas ndo apenas pela sua atividade antimicrobiana direta, mas também como um agente
modificador de resisténcia (LUCENA et al., 2015; GIBBONS, 2004).

Na busca de novas alternativa para tratamento de infecgdes por S. aureus resistentes e
sensiveis a oxacilina, muitos produtos vegetais, entre eles os OE, sdo testados. Os valores de
CIM de OELall, obtidos nesse estudo, variaram de 0,312 a 0,625 mg/mL para as 4 cepas
testadas, o que pode ser considerada uma boa atividade antimicrobiana.

Atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais pode estar associada a compostos
majoritarios, compostos minoritarios e a interagao entre diversos compostos, fato que dificulta
a deducdo dos principios ativos nesses metabolitos secundarios vegetais (ROCHA, 2012;
BELAICHE et al., 1995; LACHOWICZ et al., 1998). Por apresentarem-se como misturas
complexas de compostos, que exercem seus mecanismos de agdo através de vias distintas, os
OE tornam muito dificil a adaptacdo microbiana, de forma que a selecdo e emergéncia de
cepas resistentes ¢ improvavel (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003).

Os o6leos essenciais sao capazes de exercer modular a atividade antibacteriana de
diversos antibidticos, seja através de um efeito antagdnico ou sinérgico. Assim, O uso
concomitante de produtos vegetais e medicamentos convencionais merece um olhar muito
cuidadoso, visto a possibilidade de ocorrer interferéncia ou servir como auxilio no tratamento

de doencas de etiologia bacteriana (ROCHA, 2012).
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O ensaio de checkerboard por microdiluicdo em placa ¢ muito utilizado para testar as
atividades de muitos compostos em combina¢do contra um agente infeccioso, que pode ser
determinada pelo calculo do Indice de Concentragio Inibitoria Fracionada (ICIF) das misturas
testadas (ORHAN et al., 2005).

No presente trabalho ao avaliar o efeito da interagdo do OELall com os ATM testados,
foi constatado acdo sinérgica para a associagdo CIP + OELall sobre as cepas ORSA,
reduzindo 4x a CIM do CIP com IFIC de 0,282 e 0,314. Sobre a cepa padrao S. aureus ATCC
14458, observou-se efeito indiferente, IFIC 0,566, porém para a cepa S. aureus ATCC 6538P,
houve antagonismo, IFIC 1,064. Além do CIP, para a combinagdo VAN + OELall foi
observado sinergismo, nao s6 sobre as cepas ORSA, mas também sobre as cepas OSSA,
reduzindo 16 vezes a CIM da VAN, IFIC variando de 0,125 a 0,175.

Sales (2014) estudando o efeito modulador do 6leo essencial de Hymenaea courbail L.
(OEHCc), verificou nas associagdes do OEHc com a oxacilina (OXA) efeitos sinérgicos de
(40,63%), indiferentes (50%) e antagoOnicas (9,73%) sobre as cepas OSSA testadas. Os
valores de ICIF variaram de 0,122 a 0,75, indicando a ocorréncia de uma reducdo de até 16
vezes nas CIM de OEHc e OXA para as cepas de S. aureus testadas.

Para a AZI, a combinagdo com o OELall foi antagdnica para todas as cepas testadas,
IFIC variando de 1,064 a >2,0. Também houve antagonismo na associa¢do do OELall com a
CEF, exceto para o S. aureus ATCC 6538P, em que foi observada indiferenca, IFIC 1,0.

Estes resultados mostram o bom potencial antimicrobiano do OELall sobre cepas de S.
aureus resistentes e sensiveis a oxacilina, assim como seu 6timo efeito modulador da acao da
vancomicina e do ciprofloxacino

No entanto, sua acdo antagOnica sobre a azitromicina e ceftriaxona ressalta a
importancia da orientagdo de profissional médico ou farmacéutico, para evitar auséncia de

resposta ao antimicrobiano ou ocorréncia de efeitos adversos indesejaveis.
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7 CONCLUSAO

A boa atividade antimicrobiana do OELall sobre Staphyloccocus aureus, inclusive
contra cepas resistentes a oxacilina e sua capacidade de modular positivamente a agdo
antimicrobiana da vancomicina e do ciprofloxacino tornam esse OE um agente promissor para

o desenvolvimento de um antimicrobiano.
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