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RESUMO

O aumento da resisténcia de cepas bacterianas aos antibiéticos disponiveis e o
decréscimo continuo no nimero de novos antimicrobianos gera uma constante
busca por novos compostos, pois essa problemética vem sendo mostrada cada
vez mais como um desafio para a saude publica mundial. Neste contexto,
decorre a necessidade de desenvolver novas estratégias para o tratamento e
profilaxia de doencas infecciosas. Os 0Oleos essenciais (OE) vém ganhando
espaco nesta busca por novos antimicrobianos. Schinus terebinthifolia, Psidium
guajava e Hymenaea courbaril sdo plantas que se destacam em funcao de
propriedade biolégicas terapéuticas e também no uso da medicina popular.
Avaliacdo e estudo das propriedades biolégicas se faz necessario para a
compreensao e validacdo da sua eficacia clinica. Portanto, o presente estudo
avaliou a atividade antibacteriana e hemolitica dos OE de S. terebinthifolia, P.
guajava e H. courbaril. A extracdo do OE destas plantas foi feito por método de
hidrodestilagdo e se obteve o rendimento de 0,70%; 0,34% e 0,70% para S.
terebinthifolia, P. guajava e H. courbaril, respectivamente. A atividade
antibacteriana de OE S. terebinthifolia, P.guajava e H. courbaril foi avaliado por
meio de microdiluicdo em caldo com Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
Concentracdo Inibitéria Minima de Biofilme (CIMB) e frente cepas de
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli e Escherichia coli KPC+. A toxicidade
do OE foi analisada por ensaio hemolitico. O OE S. terebinthifolia demonstrou
potencial antibacteriano para E. coli KPC+. Na proporcéao de 1:100 P. guajava
para S. aureus na proporcao de 1:200 e 1:400 e H. courbaril para S. aureus na
proporcéao 1:200 e 1:400. Para a formagé&o de biofilme foi observado inibicdo de
crescimento no OE de S. terebinthifolia 80% para E. coli KPC+; P. guajava
50% para E. coli KPC+ e E. coli e H. courbaril 30% para E. coli KPC+. Com
excecao de S. terebinthifolia na proporcéo de 1:1600 de diluicdo, todos os OE
em todas as amostras apresentaram hemolise acima de 50%, sendo
considerado um risco toxico para a membrana das hemacias. Estes resultados
impulsiona a realizacdo de outros estudos para a verificacdo da eficacia e
utilizac@o de outros métodos.

Palavras-chave: Oleo essencial; aroeira-vermelha; goiaba; jatoba potencial
antimicrobiano.



ABSTRACT

The increase in resistance of bacterial strains to the available antibiotics and the
continuous decrease observed in the number of new antimicrobials generates a
constant search for new compounds, as this problem has been increasingly
shown as a challenge for public health worldwide. In this context, there is a
need to develop new strategies for the treatment of these pathogens. Essential
oils (OE) have been gaining ground in this search for new antimicrobials.
Schinus terebinthifolius, Psidium guajava and Hymenaea courbaril are plants
that stand out due to their biological therapeutic properties and also in the use
of folk medicine. Evaluation and study of biological properties is necessary for
the understanding and validation of its clinical efficacy. Therefore, the present
study evaluated the antibacterial and hemolytic activity of the EE of Schinus
terebinthifolius, Psidium guajava and Hymenaea courbaril. The extraction of OE
from these plants was done by the hydrodistillation method and a yield of 0.70%
was obtained; 0.34% and 0.70% for Schinus terebinthifolius, Psidium guajava
and Hymenaea courbaril, respectively. The antibacterial activity of OE Schinus
terebinthifolius, Psidium guajava and Hymenaea courbaril was evaluated by
microdilution in broth with Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Inhibitory Biofilm Concentration (CIMB) and against strains of
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli KPC+ and Escherichia coli. The
toxicity of OE was analyzed by hemolytic assay. The OE Schinus
terebinthifolius demonstrated antibacterial potential for E. coli KPC +. At 1:100
proportion, Psidium guajava for S. aureus at 1:200 and 1:400 proportion and
Hymenaea courbaril for S. aureus at 1:200 and 1:400 proportion. For biofilm
formation, growth inhibition was observed in the OE of Schinus terebinthifolius
80% for E coli KPC +; Psidium guajava 50% for E coli KPC + and E. coli and
Hymenaea courbaril 30% for E. coli KPC +. With the exception of S.
terebinthifoius at a proportion of 1:1600 dilution, all EO in all samples showed
hemolysis above 50%, being considered a toxic risk for the red blood cell
membrane. These results encourage further studies to verify the effectiveness
and use of other methods. These results stimulate the accomplishment of other
studies for the verification of the effectiveness and use of other methods.

Key-words: Essential oil; red peppermint; guava; jatoba; antimicrobial potential.
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INTRODUCAO

Desde a descoberta do primeiro antibidtico, a saude publica foi
significativamente melhorada pelo desenvolvimento de uma variedade de
antibioticos que vem sendo utilizada como arsenal contra infec¢ges bacterianas
(KIM et al., 2018). Atualmente, estudos indicam que em torno de 70% das
bactérias causadoras de infeccdes hospitalares apresentam resisténcia a pelo
menos um dos antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento dos
pacientes (ALVES et al., 2017).

A introducdo de farmacos eficientes no tratamento de infeccdes
bacterianas proporcionou um grande avan¢o na medicina reduzindo o nimero
de mortes causadas por doencas infecciosas (DA COSTA; SILVA JUNIOR,
2017). Entretanto, existem diversos fatores associados a biologia desses
organismos que favorecem o surgimento de novas patologias fortalecidos pela
plasticidade genética das bactérias e pelas condicfes de sanidade de diversos
locais e ambientes que dificultam a aplicacdo de compostos eficientes contra
0s patogenos (GALES et al, 2012), além do uso indiscriminado de antibiéticos
gue tem potencializado a selecdo de cepas de bactérias resistentes a esses
medicamentos (ANTUNES, 2009).

Neste contexto, a disponibilidade de compostos naturais que possuem
atividade antimicrobiana é uma perspectiva para o desenvolvimento de novos
antibiéticos. Os compostos vegetais com propriedades farmacoldgicas séo
constantemente objetos de estudos para o desenvolvimento de novas opc¢des
de medicamentos (DUTRA et al.,, 2016). Essa € uma alternativa estimulada
pela OMS, que reforca e enfatiza a necessidade de priorizar pesquisas que
levem em conta a efetividade e a seguranca do uso de praticas

complementares para promoc¢ao da saude publica (DAMATO, 2015).

Os Oleos essenciais (OE) extraidos de plantas séo qualificados como um
importante produto biotecnolégico a ser explorado por empresas farmacéuticas
e alimenticias (ELSHAFIE; CAMELE, 2017). Os OE s&do constituidos por
produtos organicos volateis de varias classes, como aldeidos, terpenos e

compostos fenolicos, sintetizados pelo metabolismo secundario em diferentes
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partes das plantas (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). Muitas pesquisas
relataram OE como agentes antimicrobianos eficazes contra diferentes
patébgenos (EBANI et al., 2018), normalmente esse efeito esta intimamente
relacionado a capacidade de permeabilizar e/ ou destruir a integridade da
membrana, levando ao extravasamento de substancias intracelulares (TARIQ
et al., 2019). Além disso, desde a ultima década, a atividade antibiofilme dos
OEs tem sido amplamente explorada e relatada na literatura (LAGHA et al.,
2019).

Trés espécies tém demonstrado grande potencial antimicrobiano em
relacdo ao seu OE, séo elas: Schinus terebinthifolia € uma espécie nativa da
Mata Atlantica (NEVES et al., 2016). Devido a sua ecoplasticidade e grande
dispersdo, a espécie apresenta diversas aplicacdes, principalmente na
medicina popular no tratamento de afeccBes respiratorias, gastrites e
dispepsias (CARVALHO et al., 2015). Estudos identificaram/detectaram
moléculas biologicamente ativas, encontradas nesta espécie, que possuem
varias propriedades, incluindo atividade antibacteriana frente Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa e
antifugicida frente Candida ssp. (SALEM et al., 2018).

Psidium guajava, € uma espécie muito utilizada na medicina popular, a
sua casca e folhas tém sido empregada no tratamento de feridas, distarbios
pulmonares, alivio de tosse e etc. (FLORES et al., 2014). Estudos mostram que
seus extratos e Oleos essenciais mostraram atividade inibitoria in vitro para
diferentes microrganismos, como bactérias do género Streptococcus e fungos
dermatéfitos como Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum e Sporotrix
schenckii (APARECIDA et al., 2018).

Hymenaea courbaril é utilizada na medicina popular em diversas
aplicacbes como no tratamento no trato respiratorio e gastrico, cicatrizante,
anti-inflamatorio entre outros, ademais estudos confirmaram sua caracterizacédo
bioquimica, farmacolégica e biolégica, como atividades antifingica,
antibacteriana antioxidante, larvicida e moluscicida (COE; ANDERSON, 2016).



Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana dos 0leos essenciais de Schinus terebinthifolia, Psidium guajava

e Hymenaea courbaril frente a E. coli KPC+, S. aureus e E. coli.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Resisténcia Bacteriana

Desde a descoberta do primeiro antibidtico, a saude publica foi
significativamente melhorada pelo desenvolvimento de uma variedade de
antibiéticos, como por exemplo, a estreptomicina, primeiro agente
antimicrobiano eficaz contra a tuberculose (AOKI; UEDA, 2013). De fato, os
antibiéticos melhoraram e aumentaram a estimativa de vida dos seres
humanos e curaram infeccbes anteriormente consideradas incuraveis.
Atualmente, as principais causas de morte nos paises desenvolvidos sdo de
doencas nédo infecciosas, como cancer, doencas cardiacas e doencas
cerebrovasculares. O desenvolvimento de varios antibiéticos inspirou o
conceito de “erradicacdo da doenga” no mundo, no entanto, o uso excessivo de
antibidticos possivelmente causou o0 surgimento de microrganismos
multirresistentes (AOKI; UEDA, 2013).

Algumas bactérias desenvolveram estratégias que as tornaram
resistentes a muitos antimicrobianos de uso terapéuticos, sendo eles: 1)
alteracdo da permeabilidade da membrana externa que ocorre com restricdo de
entrada das moléculas hidrofilicas, podendo haver a perda de porinas
funcionais com a finalidade de resisténcia; 2) alteracdo do sitio alvo que
surgem apos mutacdes nos genes que codifica a conformacgéo de receptores,
tornando-se resistente ao antibidtico por substituir o alvo original, mas
preservando sua funcdo celular; 3) bombas de efluxo que € um mecanismo

utilizado pelas bactérias para expulsar da célula substancias téxicas, inclusive
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os antibidticos; e, 4) inativacdo enzimatica que € a degradacéao de antibioticos
por meio de enzimas. Um dos mais efetivos mecanismos de resisténcia
bacteriana é a producdo de enzimas, entre elas, as betalactamases. Nestas, a
inativacdo enzimatica do farmaco ocorre com a producdo de enzimas que
catalisam a hidrélise do anel B-lactamico, inativando o antimicrobiano e
impedindo que ele apresente atividade contra as enzimas responsaveis pela
sintese da parede celular bacteriana (BAPTISTA, 2013; RUPPE; WORTHER;
BARBIER, 2015).

Os biofilmes apresentam um risco gradual de infec¢cdes que se associam
aos cuidados de salude (ROSENTHAL et al., 2016). A formacgéo de biofilmes é
uma estratégia utilizada pelos microrganismos para, assim, sobreviverem sob
condicbes que sao desfavoraveis (MORADALI et al., 2017). Assim, as bactérias
possuem uma resisténcia até mil vezes aos antibiéticos do que as células
planctonicas do mesmo organismo (OHADIAN; POURMAND; AMINHARATI,
2014; SPEZIALE et al., 2014).

Os principais microrganismos multirresistentes isolados nos ambientes
hospitalares sdo, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus resistente a oxacilina e
Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos; Enterococcus spp.

resistente a vancomicina e enterobactérias produtoras de B-lactamase de

espectro ampliado e carbapenemases (MELO et al., 2019).

Staphylococcus aureus

E uma bactéria Gram-positiva, ndo esporulada, em forma de cocos e
que mede aproximadamente 0,5 a 1,5 ym de didmetro. Seu género possui 52
espécies, sendo este patbgeno o mais importante na clinica médica (LIMA et
al., 2015). Apresentam varios tipos de formatos celulares, que vao desde
isolados ou em pares, em cadeias curtas, ou agrupados de forma irregular,
devido a irregularidade dos planos de divisdo celular (ACOSTA et al., 2017;
LEE et al., 2018).

Este microrganismo é capaz de produzir diversos fatores de viruléncia
gue promovem adesdo aos componentes da matriz extracelular do hospedeiro,
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danificando suas células e protegendo a bactéria do sistema imunologico
(STAPELS et al., 2014; ACOSTA et al., 2017). Revestindo a camada exterior
da célula, estas bactérias contam com uma cépsula de polissacarideos que
tem a capacidade de inibir a fagocitose bacteriana ao envolver as opsoninas,
aumentando a viruléncia e a capacidade de invasdo dos tecidos. Ademais, a
superficie externa da maioria das cepas de S. aureus possui o fator de
coagulacao, coagulase ligada, que converte para fibrina solavel, o fibrinogénio,
que apos se ligar ao mesmo, torna-se um importante fator de viruléncia
(HANZELMANN et al., 2016; LEE et al., 2018).

A parede celular de S. aureus possui constituintes capazes de induzir a
resposta imunoldgica do hospedeiro, como o acido teicoico que ativa a via
alternativa do complemento e estimula a producdo de citocinas. O
peptideoglicano atua como agente quimiotatico para leucdcitos, a interleucina-1
€ a ligacdo entre a resposta imune e inflamatoria, e as opsoninas facilitam a
fagocitose (SOUSA et a., 2016). E a partir destas caracteristicas que S. aureus,
invade o hospedeiro, escapa de suas defesas, se instala e se multiplica,
levando assim ao aparecimento de infec¢cbes. Sua patogenicidade se deve aos
fatores de viruléncia que contribuem de forma efetiva para a colonizacéo
bacteriana nos focos de infeccdo (VANHOMMERIG et al., 2014; LEE et al.,
2018).

Um fator de grande importancia é a capacidade extrema de resisténcia
desse microrganismo a antimicrobianos. As cepas MRSA surgiram por volta
dos anos 60 e se disseminaram nos anos 80 e nos ultimos 20 anos foi
identificado como um dos patégenos com maior frequéncia no mundo, além de
ter se tornado um dos maiores problemas de saude publica da atualidade (LE;
OTTO 2015; LEE et al., 2018).

As cepas de MRSA produzem uma proteina alterada de ligacdo a
penicilina que diminui a afinidade pela maioria das penicilinas semissintéticas.
Essa proteina € codificada por um gene adquirido, 0 mecA, transportado em
um elemento genético moével designado por cassete cromossémico

estafilococico mec. Portanto, o surgimento de cepas MRSA se deve a
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aguisicao e insercao desses elementos genéticos nos cromossomos de cepas
suscetiveis (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; LEE et al., 2018).

Essa insercdo e aquisicdo da resisténcia antimicrobiana apresenta um
grande desafio ao mundo médico em termos de tratamento e controle de
infeccbes estafilocdcicas, porquanto na maioria dos casos, 0 MRSA é
responsavel por pelo menos 25 a 50% das infec¢gbes por S. aureus em
ambiente hospitalar. Em raz&o disto a vancomicina tem sido historicamente a
droga escolhida para o tratamento de infec¢des graves por MRSA, fornecendo
cobertura empirica e terapia definitiva. Contudo, seu uso se tornou
questionavel, por se tratar de um agente antiestafilococico menos eficaz que o
grupo das penicilinas. Além disso, seu uso elevado ja levou ao surgimento de
novas cepas resistentes em certas partes do mundo (LAKHUNDI; ZHANG,

2018).

Escherichia coli

S&o bacilos Gram-negativos que mede aproximadamente de 1,1 a 6 ym
de didmetro, pertencente a familia Enterobacteriaceae (QUINN et al., 2005).
Caracteriza-se por apresentar metabolismo anaerdbio facultativo, pois possui
metabolismo respiratério e fermentativo. Sendo capaz de fermentar, com
producdo de acido e gas, a lactose, glicose, maltose, manose, manitol, xilose,
glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose. A fermentagéo do adonitol, sacarose,
salicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina é variavel (KOHLER; DOBRINDT,
2011).

Esta espécie é uma das mais comuns do trato gastrointestinal de
animais homeotérmicos, sendo considerada por muito tempo como um
microrganismo ndo patogénico. Entretanto, sabe-se atualmente que algumas
cepas se constituem como importantes patdogenos para os seres humanos e
outros animais (VILA et al, 2016). Cepas de E. coli sdo classificadas como
comensais, patogénicas intestinais e extraintestinais, causando enfermidades
apenas quando hd um comprometimento do sistema imune hospedeiro e séo

necessarias para a microbiota intestinal, em vista que auxiliam na digestao de
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alimentos, sintese e absorcéo de nutrientes (KOHLER; DOBRINDT, 2011). Em
contrapartida, as linhagens de E. coli consideradas patogénicas séao divididas
em seis classes: enterotoxigénicas (ETEC), produtoras de shigatoxina/
enterohemorragicas (STEC/EHEC), enteropatogénicas (EPEC),
enteroinvasivas (EIEC), enteroagregativas (EAEC) e de adesao difusa (DAEC)
(ROBINS-BROWNE et al, 2016).

Cepas de E. coli também séo classificadas conforme a sorotipagem,
baseada na variagdo dos seus antigenos, sendo os somaticos (O) e os
flagelares (H) os mais empregados para esta finalidade. Antigeno O é um
oligossacarideo constituinte do lipopolissacarideo bacteriano (LPS), importante
nos processos inflamatérios. Ja o antigeno H é de natureza proteica e forma o
flagelo bacteriano quando este esta presente. Os antigenos capsulares (K) e
fimbriais (P) também sao utilizados na tipagem sorolégica, porém com menor
frequéncia. A sorotipagem de E. coli tem aplicacdo na identificacdo preliminar
dos subpatétipos e possiveis clones patogénicos relacionados a surtos no
mundo todo (ROBINS-BROWNE et al, 2016).

A patogenicidade deste microrganismo se manifesta por um mecanismo
multifatorial e complexo que envolve varios fatores de viruléncia, que variam de
acordo com o sorotipo. O termo fator de viruléncia é impreciso, pois um unico
componente poderia ndo ser suficiente para transformar uma cepa de E. coli
em patogénica, mas a combinacdo com outros determinantes teria um papel

decisivo para sua patogenicidade (ROCHA, 2008).

Dentre esses fatores, o potencial patogénico de algumas cepas se deve
a ganhos genéticos ocorridos durante o processo evolutivo da espécie, devido
a aquisicdo de genes de viruléncia, por meio de mutacdes ou transferéncia
horizontal de material genético contidos em ilhas de patogenicidade no
cromossomo bacteriano (PAls - Pathogenicity Islands) ou em material genético
extra-cromossodmico (plasmidios), codificam proteinas que possibilitam a
colonizagdo, penetracdo e invasdo de novos sitios em seus hospedeiros
(SAVIOLLI, 2010).
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Oleos Essenciais

A oferta e busca por novos antibidticos no mercado caiu
significativamente nos altimos anos (BUCHY et al., 2020). Nos Estados Unidos,
existem alguns patdégenos que necessitam de novos farmacos, como S.
aureus, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter (RICE, 2008). A
realidade brasileira ndo esta muito distante, como é observado nas pesquisas
de Neves e colaboradores, que descrevem o surgimento de diversos
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos tendo assim, a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos para atuarem em tais mecanismos
(NEVES et al. 2011).

As plantas s&o o0s organismos que mais colaboram para o
desenvolvimento de farmacos, delas sdo extraidos diversos compostos
organicos ativos. Desta forma, partes das plantas como folhas, raizes, caule e
frutos possuem compostos ativos que poderdo ser empregadas no
desenvolvimento de novos farmacos (ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012).

Desde os primeiros tempos, 0 homem busca na natureza alternativas
que promovam qualidade de vida para aumentar sua sobrevivéncia e melhoria
da sua saude. O conhecimento sobre as plantas medicinais vem acompanhado
a evolucdo do homem no decorrer dos tempos (LOPES et al., 2010), estudos
demonstram que h& mais de 3.000 anos as plantas eram utilizadas como
medicinais e que 2.000 anos antes do surgimento dos médicos gregos, existia
na medicina egipcia o habito de recorrer as qualidades curativas populares das
ervas. Foi uma das primeiras manifestacées do homem para entender e usar a
natureza (LUSTOSA, 2012).

Para a utilizacdo segura das plantas medicinais € necessario conhecer
sua composicdo quimica e realizar uma avaliacdo cientifica sobre suas
propriedades farmacolégicas. No entanto, o conhecimento etnobotanico sobre
suas aplicacbes medicinais é de suma importancia para a bioprospeccao e

direcionamento das investigacoes cientificas (FARIA, 2012).
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Grande parte dos antibioticos naturais usados na pratica médica surgiu
de fungos que pertencem aos géneros Cephalosporium, Penicilium e de
bactérias dos géneros Micromonospora, Bacillus e Streptomyces. Os farmacos
antimicrobianos de origem semissintética utilizados resultam de compostos
como eritromicina, penicilina, tetraciclina e cefalosporina (WRIGHT et al.,
2007). Todavia, as plantas podem contribuir no desenvolvimento de novos
antibiéticos no momento em que € possivel que seus metabdlitos secundarios
com atividade antimicrobiana sejam biossintetizados para prevenir a acdo de

microrganismos patogénicos (FARIA, 2012).

A maioria das plantas contém compostos de atividade antimicrobiana
gue as protegem contra microrganismos invasores. Os principais grupos de
compostos com propriedades antimicrobianas extraidos de plantas incluem
alcaloides, terpenoides, substancias fendlicas e polifendis (acidos fendlicos,
fendis simples, flavonas, flavonodis e flavonoides e quinonas,), polipeptideos,
cumarinas e taninos (SWAMY et al., 2016). De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), produtos a base de plantas sdo usados por 80% da
populacdo mundial, especialmente em areas rurais ou em lugares de dificil
acesso a medicamentos (TADEG; MOHAMMED; GEBREMARIAN, 2005). Em
paises desenvolvidos, a medicina alternativa € utilizada com frequéncia

juntamente com a medicina convencional (LEITE, 2008).

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas em todo o mundo e
estima-se que possua mais de 20% do total de espécies do planeta. Esta rica
biodiversidade € seguida por uma aceitacdo do uso de plantas medicinais e
conhecimento popular. Recentemente, aproximadamente 48% das drogas séo
desenvolvidas, direta ou indiretamente, a base de produtos naturais,
principalmente de plantas medicinais que sdo uma importante fonte para
obtencéo de farmacos (CARVALHO et al., 2014).

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

Além disso, a literatura registra varios estudos das propriedades
antimicrobianas de 6leos essenciais de plantas que podem ser definidos como
produto do metabolismo secundario, extraido de uma matéria-prima vegetal por
destilacdo a vapor ou hidrodestilacdo, sendo uma mistura volatil de diversos
hidrocarbonetos com diferentes formas moleculares e mecanismos de acédo
(NAEEM et al. 2018). Nikoli¢ e colaboradores (2014) avaliaram a composicao
guimica, antimicrobiana e propriedades citotéxicas do 6leo essencial de cinco
plantas da familia Lamiaceae e obtendo valores de CIM promissores com o
6leo de Satureja montana para P. aeruginosa (23,33 + 5,77 upg.mL™),
Streptococcus mutans (60,00 + 0,00 ug.mLt) e Streptococcus sanguis (23,00 +
7,64 pg.mL1). No 6leo citado foram identificados como componentes o timol
(44,6%) e o p-cimeno (13,4%) os quais proporcionaram a este 6leo acao
promissora contra 0s microrganismos testados (NIKOLIC et al., 2014).

Outra pesquisa foi descrita a composicdo e atividade antimicrobiana do
Oleo essencial de Epilobium parviflorum Scherb, contra cinco microrganismos
(S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans) usando o método
de microdiluicdo. O 6leo essencial de E. parviflorum apresentou como
componentes predomintante o acido plamitico (30,7%), o acido linoléico
(12,5%) e o a-&cido linolénico (10,8%). O dleo essencial inibiu 0 crescimento de
todas as bactérias testadas, apresentando CIM em torno de 10 -40 ug.mL?, e
para leveduras foi de 5 mg.mL* (BAJERA et al.,2017).

Conforme descrito, 0leos essenciais sdo0 compostos por Varios
constituintes quimicos com propriedade antibacteriana que dependem
principalmente da quantidade e tipos de metabdlitos secundarios produzidos.
Esses compostos sdo secretados por meio de uma seérie de interacdes
moleculares sob condi¢cdes especificas de estresse abidtico/ bidtico (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016). Cada composto possui a capacidade de exibir um
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mecanismo de acado diferente contra microrganismos (SAAD; MULLER;
LOBSTEIN, 2013; NAZZARO et al., 2013).

A literatura descreve varios mecanismos de acao de 6leos essenciais e
de sua composicdo que estdo indicados na figura 1. Esses compostos
possuem a capacidade de desorganizar a arquitetura da célula, levando a
quebra da integridade da membrana, aumentando a permeabilidade e
interrompendo algumas atividades celulares. Assim, a degradacdo da parede
celular e a ruptura de sua membrana pode interferir em varios processos vitais
devido a destruicdo de proteinas, a coagulagédo ou extravasamento de produtos
citoplasmaticos, a interrupcdo das bombas de prétons e a deplecdo de
adenosina trifosfato (ATP). Nem todos os mecanismos podem ocorrer em alvos
especificos, podendo também ser ativado como consequéncia de outros
mecanismos (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; ALENCAR FILHO et al.,
2017).

Deplegédo da forga
motriz de prétons

H+

Extravasa:n:D Cj/' H+ it

de conteldo
citoplasmatico

-

Rupturade  4—
parede celular =

Coagulacao
do citoplasma

OVOSG 0@@)@@@6‘@@@@@@1

Danos as proteina

0000 T90G 2000006009,
da membrana

Figura 1. Locais e mecanismos de acdo de 6leos essenciais: degradacdo da parede
celular, danos as proteinas de membrana, extravasamento de contelddo celular,
coagulacdo do citoplasma e deplecdo da forgca motriz de prétons. Fonte: Adaptacéo de
Burt (2007).

Uma alternativa para o uso de plantas medicinais no combate a

microrganismos é a combinacé&o terapéutica sinérgica. De acordo com Chandra
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e Rakholiya (2011), o tratamento combinado de produtos naturais de plantas
medicinais com antibiéticos pode aumentar o espectro antimicrobiano, evitando
0 aparecimento de resisténcia mutante e diminuindo a toxicidade. O sinergismo
entre 6leos essenciais e antibioticos disponiveis vem se mostrando como uma
alternativa promissora, uma vez que seu efeito aumenta a atividade
antibacteriana frente a microrganismos sensiveis ou resistentes. Contudo, a
potencializagcdo do efeito combinado desses compostos € utilizada como
estratégia na terapéutica de infeccdes, permitindo o uso de drogas
antibacterianas quando esta, isoladamente, ndo se mostra eficaz sobre cepas
bacterianas (LANGEVELD, et al., 2014).

Schinus terebinthifolia

A familia Anacardiaceae é composta por cerca de 75 géneros e mais de
700 espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo
(MADIKIZELA et al., 2013). No Brasil, ocorrem cerca de 15 géneros e 70
espécies (FEDEL-MIYASATO et al., 2014). Os membros desta familia ndo séo
apenas conhecidos por seu apelo horticola, mas sao também usados para fins
medicinais (MADIKIZELA et al.,, 2013). Véarios compostos quimicos com
atividades farmacéuticas ja foram amplamente associados a membros dessa
familia, tais como fendis e taninos (DEGASPARI et al., 2005).

S. terebinthifolia, € popularmente conhecida como "aroeira-vermelha",
‘pimenta rosa”, "aroeira-pimenteira”, “aroeira-mansa”, "pimenta brasileira" ou
"Christmas-berry" (FEDEL-MIYASATO et al., 2014). E uma arvore perene,
nativa do Brasil, sendo largamente distribuida por todo territério brasileiro, indo
desde o Alagoas até o Rio Grande do Sul. A aroeira também ¢é introduzida em
diferentes partes do mundo, como a América do Sul e Central, Europa
Mediterranea, Africa e Estados Unidos (FEDEL-MIYASATO et al., 2014)

A aroeira € uma arvore de meédio porte, atingindo a altura de 5 a 10
metros. Suas folhas sdo verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com
nervura proeminente na parte de cima do limbo. Os frutos (Figura 2) sao do tipo

drupa e tém coloracéo verde no inicio e depois se tornam vermelhos. A casca €
18



vermelha, seca e envolve a Unica semente, de coloragdo marrom-escura, com
cerca de 0,3 milimetros de diametro (DEGASPARI; WASZCZNSKYJ; PRADO,
2005).

Figura 2. Schinus terebinthifolia: A: ramo de frutos; B: ramos de flores e C: tronco da
arvore de um individuo. Fonte: Reflora (2020)

S. terebinthifolia tem sido objeto frequente de pesquisas sob o ponto de
vista quimico, principalmente apds essa planta ter sido listada na RENISUS
(LIMA et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Varios compostos
quimicos ja foram identificados tais como: fenois (ULIANA et al.,, 2016),
flavonoides (GLORIA et al., 2017), terpenos e pentagaloilglicose - precursor de
estruturas complexas de taninos. Além disso, a analise quimica da casca de S.
terebinthifolia confirmaram a existéncia de antraquinonas, xantonas e
esteroides livres (LIMA et al., 2009).

Além da aplicabilidade na culinaria de S. terebinthifolia, varias partes da
aroeira como folhas, cascas, sementes, caules e frutos sdo utilizadas para fins
terapéuticos (FEDEL-MIYASATO et al.,, 2014). A andalise na medicina
tradicional de S. terebinthifolia levaram autores a estudar a comprovacao in
vitro da utilizacdo dessa espécie para inibir o crescimento de microrganismos,
entre eles os fungos e bactérias (TORRES; LIMA; UEDA, 2016).
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Segundo a literatura ja foram citadas as seguintes propriedades da
aroeira: antioxidante e cardiovascular (GLORIA et al., 2017), antimicrobiana
(TORRES; LIMA; UEDA, 2016; GOMES et al.,, 2013), anti-inflamatéria e
antimicobacteriana (BERNARDES et al., 2014), antiaderente para formacéo de
biofilme oral (BARBIERI et al., 2014), imunomoduladoras e quimiopreventivas
(FEDEL-MIYASATO et al., 2014), antitumoral (MATSUO et al., 2011),
antisséptica, balsamica e hemostatica (LIMA et al.,, 2009), antialérgica
(CAVALHER-MACHADO et al., 2008), adstringente, antidiarreica e febrifuga
(CERUKS et al., 2007).

As atividades biologicas in vitro e in vivo, que foram relatadas para os
extratos de S. terebinthifolia, inclui acdo antifiingica principalmente na inibicdo
do crescimento de fungos do género Candida spp (TORRES; LIMA; UEDA,
2016; MOURA-COSTA et al., 2012); e também acao antibacteriana com
significativa acdo contra S. aureus, E. coli, Bacillus cereus e P. aeruginosa
(ULIANA et al., 2016; GOMES et al., 2013)

Psidium guajava

O género Psidium pertence a familia Myrtaceae, sendo composta por
mais de 70 géneros e 2.800 espécies, distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, principalmente na América, Australia e Peru (DIAZ-DE-
CERIO et al., 2016; AMORIM et al., 2017). O género Psidium apresenta cerca
de 120-150 espécies, dentre as quais destacam-se P. guajava L. (goiaba), P.
catleyanum Sabine (araca-doce, araca-de-praia ou araca-de-coroa) e P.
guineense Swartz ou P. araca Raddali (araca-verdadeiro ou araca-azedo)
(FENG et al., 2015).

Psidium guajava conhecida popularmente como goiabeira (Figura 3),
apresenta forma de arvore ou arbusto pequeno, medindo entre 3 a 5 m de
altura, com ramos grandes e folhas oblongas ou ovaladas, de 5 a 15 cm de
comprimento, com veias pinadas proeminentes e possuem em sua estrutura

canais oleriferos, de onde é extraido o seu 6leo essencial (SANTOS, 2017).
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Figura 3. Psidium guajava representada por A: ramo de frutos; B: ramo de flor e C:
individuo de goiaba Fonte: Catalogo Taxonémico da Fauna do Brasil e Lista da Flora do
Brasil 2020.

No Brasil, a goiabeira € cultivada em escala comercial em quase todas
as regioes, com destaque para os Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Goias, Rio Grande do Sul e Parana,
sendo o pais o terceiro maior produtor mundial desta fruta (CARAMES et al.,
2017; TAVARES et al, 2018). Nestas regibes, sao encontradas,
aproximadamente 3.024 espécies conhecidas, distribuidas e cultivadas
principalmente em paises de clima tropical e subtropical, pela sua capacidade
de disperséo e rapida adaptacao aos diferentes ambientes.

Na literatura, alguns autores relatam que a goiabeira é nativa do Brasil,
de onde foi levada para todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, em
razdo de sua facil adaptagéo as distintas condi¢des edafocliméaticas, bem como
da facilidade de dispersdo por meio de sementes (BORAH et al., 2019). O uso
do ch&a das folhas de goiabeira é popularmente conhecida contra coélica e
diarreias, inflamacdo gastrointestinais, hipertenséo, diabetes, tosse, doencas

pulmonares, antitérmico, bronquite, laxante, sangramento nas gengivas, cllera,
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reduzir vOmitos, atividade antimicrobiana, atividade anti-inflamatoria, no
tratamento de feridas oculares, anticancerigenas e hepatoprotetora, efeitos
comprovados com inumeros estudos a esse respeito (DIAZ-DE-CERIO et al.,
2017; JIAO et al., 2017; BORAH et al., 2019).

Estudos revelam que os Oleos essenciais extraidos das folhas de
goiabeira exibem atividades, dentre elas acdo antimicrobiana contra varios
microrganismos, como Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
tonsurans, Trichophyton rubrum, e Sporotrix schenckii e contra algumas
bactérias como Staphylococcus aureus (NASCIMENTO et al., 2000; BORAH et
al.,, 2019). Também possuem atividade antioxidante, pela presenca de
vitaminas, carotenoides polifendis e, principalmente, de acido ascorbico
(SANTOS et al., 2017; BORAH et al., 2019).

Nas folhas da goiabeira, também foram encontrados acidos volateis,
(E)-acido cinamico e (Z)-3-acido hexenoico e acidos graxos (BORAH et al.,
2019). No dleo essencial, foram encontrados varios compostos como apineno,
p-9-mentenol, trans-cariofileno, B-bisaboleno, a-humuleno, a-santaleno,
dlimoneno, 6xido de cariofileno, eugenol, mirceno, aromadendreno, B-selineno
e 1,8- cineol (SILVA, 2015; ARAIN et al., 2017; BORAH et al., 2019), alguns
estudos comprovaram a eficacia do 1,8-cineol como potente antimicrobiano e
antifangico. Assim, no 6leo essencial das folhas de Psidium guajava existe um

potencial antifingico, antimicrobiano a ser estudado.

Hymenaeae courbaril

Os representantes do género Hymenaea pertencem a familia das
Fabaceae - Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, conhecidas
popularmente como “jatobas”, sdo arvores que apresentam troncos retos de
forma cilindrica. Apresentam um suber liso e de coloracdo cinza. Os frutos
possuem formato de vagem unicarpelar, com sabor adocicado, polpa
amarelada e farindceo. Quanto a parte aérea da planta, suas folhas sédo

compostas, bifolioladas, com filotaxia alterna com estipulas e peciolo livre do
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lado interno. As flores sdo diclamideas, pentameras, hermafroditas com pétalas
de coloracédo branca (Figura 4) (SOUZA; SILVA; DANTAS, 2017).

Sao consideradas como uma das plantas medicinais brasileiras de maior
destaque seja pelo uso da casca, da entrecasca, das folhas ou do fruto, que
séo utilizados na forma de chd, infusdo, decocgéo, lambedor e xarope como

indicacao terapéutica da gripe, béquico, anemia e depurativo (SILVA, 2015).

O jatoba apresenta uma grande importancia medicinal, em suas
diferentes partes, em especial a folha, devido apresentar substancias quimicas,
como terpendides, que apresentam efeito toxico e serve como repelente para
lagartas; mata fungos e repele as salvas, onde se merece mais estudos sobre
tais propriedades (SILVA, 2015)

As plantas do género Hymenaea se encontram distribuidas pela América
Central, América do Sul, oeste das indias e uma espécie de ocorréncia no leste
da Africa (LEE; LANGENHEIM, 1975). No Brasil, a Hymenaea courbaril L.
possui uma distribuicdo ampla, ocorrendo desde a floresta amazénica até a
floresta estacional semidecidual no sudeste do pais, sob a forma de diversas
variedades, sendo H. courbaril var. altissima, H. courbaril var. courbaril.H.
courbaril var. longifolia, H. courbaril var. stilbocarpa, H. courbaril var.
subsessilis, H. courbaril var. villosa (LEE; LANGENHEIM, 1975; CASTELLEN,
2006).

23



Figura 4. Hymenaea courbaril representada por A: ramo de flores e botbes florais; B:
ramo de frutos e C: individuo de jatoba. Fonte: Catdlogo Taxondmico da Fauna do Brasil
e Lista da Flora do Brasil 2020.

Dentre as diversas espécies do género Hymenaea pode ser destacada
Hymenaea courbaril L., cujo nome popular jatoba é originalmente brasileira. H.
courbaril L. pode ser encontrada em quase todos os estados. Bontempo (2000)
identificou no suber dessa espécie, eficacia no tratamento de hemoptises,
hematudria (emissdo de urina com sangue), diarreia, disenteria, e colicas
ventrais. Adicionalmente, o autor constatou ainda que o vinho de jatoba,
produzido a partir do caule, apresenta atividade fortificante para os masculos e
0ss0s. Martins e colaboradores (2010) verificaram que o extrato etandlico bruto
do ritidoma e a farinha do fruto de H. courbaril possuem atividade

antimicrobiana.

O género Hymenaea é elencado como uma fonte abundante de
compostos fenodlicos (MIRANDA; CASTRO; SILVERIO, 2014). Dentre os
compostos fendlicos encontrados nas diversas partes da planta podem ser
destacados os flavonoides, amplamente distribuidos nas folhas, sementes,
cascas e flores das plantas. Esses flavonoides podem ser divididos em varias
classes tais como, flavondis (quercetina), flavonas (rutina), flavanois
(catequina), flavanonas (naringenina), isoflavonas (genisteina) e antocianinas

(cianidina) (FIGUEIREDO, 2014, COSTA, SILVA JUNIOR, 2017).
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Assim, conforme a penultima conjectura apresentada, produtos obtidos
com diferentes partes de H. courbaril L. podem vir a revelar novas substancias
antimicrobianas que apresentam grande magnitude em saude publica. Com a
aplicacao de antibidticos eficientes 16 para o tratamento das infeccfes ocorreu
uma consideravel reducdo das taxas de morbidade e mortalidade, permitindo
grandes progressos na medicina (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).
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OJETIVO
Geral
Avaliar a atividade antibacteriana dos o6leos essenciais de Schinus

terebinthifolium, Psidium guajava e Hymenaea courbaril frente a bactérias

patogénicas.

Especifico
o Determinar a concentracdo inibitéria minima das cepas de bactérias

Escherichia coli KPC+, Staphyloccocus aureus e Escherichia coli;

o Concentracao inibitéria minima de biofilme de cepas de bactérias

Escherichia coli KPC+, Staphyloccocus aureus e Escherichia coli;

. Avaliar a atividade hemolitica dos 06leos essenciais de Schinus

terebinthifolium, Psidium guajava e Hymenaea courbaril

METODOLOGIA
Extracdo de Oleos essenciais

Schinus terebinthifolius: Frutos maduros ou proximos a maturacdo foram
coletados em area de restinga na comunidade de Caraivas, Bahia (-16°80’05”S
e 39°14'49”S). Os frutos foram higienizados em agua corrente e pesados 0,50
kg para hidrodestilacdo em equipamento do tipo clevenger com capacidade
para 3 L de agua. A temperatura do vapor foi controlada a 90°C e tempo de
destilacao de 3 h.

Psidium guajava: Folhas foram coletadas de exemplares espontaneos em
area de mata regenerada no municipio de Ilhéus, Bahia (-14°48'07.4"S e -
39°09'01.4"W). As folhas forame higienizados em agua corrente. Foram
pesados 0,50kg de matéria prima para hidrodestilacdo em equipamento do tipo
Clevenger com capacidade para 3 L de agua. A temperatura do vapor foi
controlada a 95°C e tempo de destilagéo de 3h.

Hymenea courbaril: 100 gramas de resina seca foram coletados diretamente
da casca de um exemplar da espécie no Arboretum do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC/CEPLAC), municipio de llhéus — BA (-14°7855" S e -
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39°22'29”W). A resina cristalizada foi submetida a hidrodestilagao por 4 h, com

temperatura de vapor controlada a 90° C.

Analise microbioldgicas

Foram utilizadas cepas Gram-Negativas (Escherichia coli KPC+ e
Escherichia coli) e Gram-Positivas (Staphylococcus aureus) cultivadas em
cultura pelo laboratorio de Microbiologia S-lnova Biotech da Universidade

Catolica Dom Bosco, Campo Grande-MS.

Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

O método de microdiluicdo em caldo de acordo M7-A6 do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012) em microplaca de 96
pocos foi utilizado para determinacao do CIM. Brevemente, as amostras foram
preparadas e diluidas a uma concentragédo duas vezes superior a concentracao
final desejada. Em seguida 50 pL de cada diluicho das amostras seréo
adicionados nos pocos da microplaca em triplicata e mantidos a temperatura
ambiente até a adicdo da suspensdo bacteriana. Em seguida, 50 uL de
suspensdo bacteriana ajustada (1x10® UFC.mL™) serdo aplicadas em cada
poco da microplaca contendo as amostras. A execu¢cao do esquema geral para
determinacdo do CIM dos 6leos essenciais contra Escherichia coli (KPC+),
Staphylococcus aureus e Escherichia coli consistiu no esquema de divisdo das
placas de 96 pocos da seguinte forma: controle negativo: 100 uL de meio de
cultura Muller Hinton; controle positivo: 50 pL de meio de cultura e 50 pl de
suspensao bacteriana; controle DMSO: 48 uL de meio de cultura, 2 pL de
DMSO e 50 pl da suspenséao bacteriana; poco teste: 48 pL de meio de cultura,
2 UL do d6leo essencial puro, seguindo em uma diluicdo seriada da mistura do
Oleo essencial com DMSO (1:1) e 50 pL de suspensao bacteriana. As
microplacas foram incubadas a 37° C sob agitagdo constante e a leitura da
densidade o6ptica (O.D. 600 nm) sera realizada a cada 30 min no leitor de

microplacas BioTek. A leitura da concentracdo foi dada em propor¢cao de v.v

27



tendo como proporcao da amostra pura de OE de 1:50. Todos os graficos dos

resultados foram elaborados no GraphPad (Prisma)

Concentracao Inibitéria Minima de Biofilme (CIMB)

A formacé&o de biofilmes foi obtida utilizando os meios liquidos ricos em
nutrientes Luria-Bertani (BD Difco) e Todd Hewitt (BD Difco) e o meio minimo
BM2 [fosfato de potassio 62 mM, (NH4)2S04 7 mM, MgS04 2 mM, FeS0O4 10
MM e glicose 0,5%]. Culturas bacterianas crescidas durante 18 h em meio
Luria-Bertani serdo diluidas (1:100, v:v) nos respectivos meios. O crescimento
de células planctonicas foram avaliados por meio da absorbancia a 600 nm. Os
meios foram removidos, e 0s pocos da microplaca foram lavados duas vezes
com agua deionizada. Células aderentes foram coradas com cristal violeta a
0,01% por 20 min. Os pocos da microplaca foram lavados duas vezes com
adgua deionizada, secadas ao ar e o cristal violeta aderido a células, foi
solubilizado com 110 yL de etanol a 70%. A formacéo de biofilme foi obtida por
meio da absorbancia a 595 nm. Todas as leituras de absorbancia foram
realizadas usando o leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc., United
States). Para cada experimento foram realizados oito repeticdes técnicas e trés
biologicas. Apds estabelecer as melhores condigcdes de crescimento, as
amostras foram avaliados pela habilidade em inibir o crescimento de células
planctdénicas e biofilmes. Esses 13 ensaios foram realizados como descrito
acima, entretanto, difere dos ensaios de susceptibilidade das bactérias
crescidas na presenca do tratamento. O método de microdiluicdo foi usado
para determinar a CIM e a concentracdo inibitéria minima que previne 50 ou
100% da formacao de biofilme (CIMB). Todos os gréaficos dos resultados foram

elaborados no GraphPad (Prisma)

Atividade hemolitica

O ensaio para determinar a atividade hemolitica das enzimas foi realizado de
acordo com o protocolo de Silva e colaboradores (Silva et al., 2012). As células
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serdo separadas do plasma por sedimentacdo e preparada a 1% (v/v) da
suspensao de eritrécitos de sangue humano (lavado trés vezes com tampéao
fosfato 0,01 M, pH 7,4). As fracbes foram diluidas seriadamente e
ressuspendidas em 50 yL do mesmo tampéao. As enzimas serao adicionadas a
tubos de polietiieno com 50 pL da solugdo de hemacias. Apos 60 min de
incubacdo a temperatura ambiente, os tubos serdo centrifugados a 3000 rpm
por 2 min. Porgbes de 100 puL de cada sobrenadante serdo transferidas para
uma placa 96 pocos e realizada a leitura em 405 nm em um leitor de
microplacas. As amostras de referéncia serdo empregadas utilizando 1% (v:v)
da suspenséo de eritrécitos incubada com 0,1 % (v:v) de Triton X-100 como
controle positivo e 1 % (v:v) da suspensdo de eritrécito com o tampdo do

ensaio como controle negativo.

RESULTADO E DISCUSSAO

O rendimento do OE de S. terebinthifolia (frutos), P. guajava (folhas ) e

H. courbaril (resina) foi calculado em funcéo do volume do 6leo extraido (mL)

dividido pela massa do material utilizado (g) que estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento da extracdo de Schinus terebinthifolia, Psidium guajava e
Hymenaea courbaril.

Espécie Material Vegetal Massa (KQg) Rendimento
S. terebinthifolius Frutos 0,50 0,70%
P. guajava Folhas 0,50 0,34%
H. courbaril Resina 0,10 0,70%

O teor de OE na planta pode estar associado a diversos fatores como
temperatura, luminosidade, sazonalidade, estadio de desenvolvimento, horério
da coleta e nutricdo da planta. A interacdo da planta com outras plantas, com
microrganismos e insetos também sdo outros fatores que podem influenciar na
guantidade e na composicéo quimica dos OE (MORAIS, 2009).
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A andlise de CIM e CIMB sédo determinados para avaliar a eficacia
antibacteriana dos OE. Todos os ensaios foram feitos com DMSO como
controle e obteve como resultado em média de 60% de atividade. O 6leo
essencial de S. terebinthifolius obteve uma concentracdo inibitéria minima
(CIM) promissora na amostra pura e na diluichio em DMSO na proporcédo de

1:100 contra a bactéria Escherichia coli (KPC+) como pode ser observado na

figura 5-A.
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Figura 5. Concentracgao Inibitéria Minima do 6leo essencial de S. terebinthifolia frente ao
crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e E. coli.

A amostra contendo 6leo essencial de P. guajava nao obteve CIM em
nenhuma proporc¢éao frente a E. coli (KPC+) (Figura 6-A), enquanto que para S.
aureus foi observado um CIM nas diluicbes em DMSO nas proporcoes de
1:200, 1:400 e 1:800, ja na amostra pura o OE apresentou uma atividade
promissora (Figura 6-B). Para E. coli também néo foi observado CIM mas as

propor¢cdes de 1:100 e 1:200 apresentaram atividade (Figura 6-C).
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Figura 6. Concentracéo Inibitéria Minima do 6leo essencial de P. guajava frente ao
crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e E. coli.

Na amostra do OE de H. courbaril (Figura 7) foi possivel observar CIM
nas proporc¢des de 1:200, 1:400 e 1:800 frente a cepa de S. aureus entretanto

na proporgao de 1:1600 tambem foi observado atividade de inibigdo (Figura 7-

B).
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Figura 7. Concentracao Inibitéria Minima do 6leo essencial de H. courbaril frente ao
crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e E. coli.

A maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas condiz com
resultados obtidos nos estudos com OEs em geral que demonstram que
bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos OEs do que as Gram-

positivas (TROMBETTA et al.,, 2005), o que auxilia e corrobora com os
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resultados obtidos neste trabalho, no qual os OEs P. guajava e H. courbaril
inibiram o crescimento de S. aureus na proporcao de 1:200, 1:400 e 1:800. E
isto estd relacionado as diferentes estruturas das paredes celulares das
bactérias, aproximadamente de 90-95% da parede celular das Gram-positivas
consiste em peptidoglicano e das Gram-negativas possuem uma membrana
externa composta por uma dupla de lipopolissacarideos (LPS) (NAZZARO et
al. 2013). Essa camada densa de LPS, nas bactérias Gram-negativas seria
mais rigida a passagem de pequenas moléculas antimicrobiana do que a
camada espessa, porém menos densa, de peptidoglicano das Gram positivas
(RAIl et al.,2017)

O OE de S. terebinthifolia tem demonstrado efeito de inibicdo de
crescimento in vitro de bactérias dos grupos L. monocytogenes e E. coli,
bactérias de grande importancia (DOURADO et al.,, 2012). Este efeito de
inibicdo das bactérias foi verificado também no trabalho de DANNENBERG e
colaboradores (2017), em que obteve reducéo significativa no crescimento de
S. aureus, L. monocytogenes, E. coli e S. Typhimurium o que corrobora com os
resultados obtidos deste estudo no qual foi possivel observar que mesmo inibiu
o crescimento de E. coli KPC+ na propor¢ao de 1:100. Esta inibicdo pode estar
relacionada a concentracdo do OE, onde maiores concentracdes podem
promover a acdo antimicrobiana por apresentar os componentes do OE mais
concentrados como foi apresentado no estudo de Rai e colaboradores (2017)
no qual P. aeruginosa e S. dysenteriae (bactérias Gram-negativas) foram
inibidas com concentracdes (CIM) significativamente maiores aqueles

determinadas para Gram-positivas.

Os Oleos essenciais provenientes de plantas medicinais possuem uma
variada composicdo quimica, gue podem ser responsaveis por diferentes
atividades e resultados antimicrobianos (XIANG et al., 2017). A presenca de
hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos encontrados nos OEs de S.
terebinthifolia, P. guajava e H. courbaril ja descritos na literatura justificam o
potencial antibacteriano destes 6leos, além do mais o composto B-cariofileno
presente em P. guajava e H. courbaril esta relacionado a capacidade de tornar

a membrana celular permeéavel e desintegrar a membrana externa de bactérias
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Gram-negativas (ZHANG; YE; ZHANG; PAN; SUN; CAO, 2017). Para S.
terebinthifolia os compostos B-mirceno, B-cubebeno e Limoneno é descrito na
literatura como importantes componentes para a atividade antimicrobiana do
OE (ULIANA et al., 2016; BURT, 2004) ou ainda ao possivel efeito sinérgico

entre estes componentes ou outros minoritarios ( NGUEFACK et al., 2012;
COSTA et al., 2017).

Microrganismos que se encontram em uma matriz de biofilme séo
naturalmente mais resistentes aos antibacterianos do que células livres
(SCHILLACI et al., 2013). Segundo o estudo de Kifer e colaboradores (2016) os
quais testavam compostos para a inibicdo da formacgao de biofilmes, obtiveram
resultados onde biofilmes de S. aureus foram resistentes a mupirocina em
todas as concentracfes testadas e também para compostos monoterpenos

houve inibigdo do biofilme, dentre eles o melhor efeito foi o 1,8-cineol.
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Figura 8. Concentracgao Inibitéria Minima de biofilme do 4leo essencial de S.

terebinthifolia frente ao crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e
E. coli.

Este composto, 1,8-cineol, pode ser encontrado no OE de S.
terebinthifolia e P. guajava o que corrobora com o resultado obtido deste
estudo que indica a inibicdo de aproximadamente 80% de crescimento de
biofilme de E. coli KPC+ na proporcéo de 1:100 que é a amostra pura do OE de
S. terebinthifolia (Figura 8-A) e aproximadamente 50% de inibicdo de biofilme

de E. coli KPC+ e E. coli (Figura 9-A e C) na propor¢cao de 1:50 do OE de P.
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guajava. O DMSO utilizado como controle para este ensaio foi igual ou inferior

a 30% de inibicao de formagé&o de biofilme para todas as amostras.
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Figura 9. Concentracdo Inibitéria Minima de biofilme do dleo essencial de P. guajava
frente ao crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e E. coli.

Em uma pesquisa que avalia o potencial antibacteriano de Hymenaea
courbaril, foi obtido a inibicdo de cepas de E. coli, Salmonella spp e S. aureus,
onde a média de concentragcdo H. courbaril foram: E. coli (104.2ug/mL),
Salmonella spp. (145.8ug/mL) e S. aureus (104.2ug/mL) (SA et al., 2011).
Neste estudo, para as amostras de OE de Hymenaea courbaril ndo foi observa
CIMB mas o ensaio para E. coli KPC+ (Figura 10-A) apresentou atividade

acima de 60% de inibicao de biofilme para todas as proporcoes.
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Figura 10. Concentracdo Inibitéria Minima de biofilme do 6leo essencial de H. courbaril
frente ao crescimento bacteriano de (A) E. coli KPC+; (B) S. aureus e (C) e E. coli
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Diversos estudos demonstram que OE de diferentes origens podem
variar em seus mecanismos de acdo em crescimento planctdnicos ou sésseis,
em vista que a composi¢do dos Oleos € muito varidvel. Esta variabilidade nas
atividades dos 0leos pode também ser devido a diferenca nos niveis de seus
componentes majoritarios e minoritarios, e a um efeito sinérgico entre todos os
componentes. Os OE sao substancialmente mais potentes, em comparacao
com constituintes quimicos individuais, indicando uma possivel sinergia entre
os diferentes constituintes quimicos dos OE (YANG et al., 2015; MERGHNI et
al., 2016).

A tabela 2 apresenta um compilado dos resultados de CIM e CIBM
obtidos nesta pesquisa, no qual apresenta da esquerda para direita as
espécies do OE extraido; os microrganismos testados e o valor em proporcao
de CIM e CIMB.

Tabela 2. Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracao inibitéria minima de

biofilme (CIMB) dos 6leos esséncias de S. terebinthifolia, P. guajava e H. courbaril frente
E. coli (KPC+), S. aureus e E. coli.

OE Microrganismo CIM CiMB

S terebinthifolia E. coli KPC+ 1:100 1:50
S. aureus - -
E. coli - -
P. guajava E. coli KPC+ - -
S. aureus 1:200 -
E. coli - -

H. courbaril E. coli KPC+ - 1:50
S. aureus 1:200 -
E. coli - -

Ademais, foram testados o crescimento de biofilme no antibi6tico
Ciprofloxacina na qual foi diluida da mesma forma que os 6leos essenciais em
DMSO (1:1) e ndo apresentou CMIB em nenhuma proporcéo (figura 11), mas
houve a inibicdo de 70% do crescimento de E. coli KPC+ e E. coli quando
testada na concentracdao pura (Figura 11-A e C). Para o controle DMSO foi

observado a inibicdo de igual e inferior a 40% para todas as amostras.
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Figura 11. Concentracdo inibitéria minima de biofilme de ciprofloxacina frente a
formagéo de biofilme de ciprofloxacina (A) E. coli KPC+, (B) S. aureus e (C) E. coli.

Os antibidticos fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, apresentam um
largo espectro de atividade antimicrobiana efetiva contra uma variedade de
microrganismos, incluindo bactérias Gram-negativas patogénicas (BOLON,
2011), todavia atualmente a ocorréncia de cepas resistentes a estes

antibiéticos vem sendo relatada mundialmente.

Diversos mecanismos podem ser responsaveis por esta resisténcia do
biofilme aos antibidticos, que incluem (1) a barreira de difuséo fisica e quimica
formada pela matriz de exopolissacarideos, o que dificulta a penetracéo
antimicrobiana, (2) a existéncia de microambientes que antagonizam a acao
antibidtica, (3) a ativacdo de respostas de estresse que causam alteracfes na
fisiologia bacteriana, desencadeando um crescimento bacteriano mais lento
devido a limitacdo de nutrientes e (4) auséncia de alvos antimicrobianos
(COELHO et al., 2011). Estudos indicam que uma substancia com atividade
antibiofime pode ser combinado com um antibiético convencional para
controlar eficientemente a formacé&o do biofilme, bem como perturbar o biofilme
ja consolidado, permitindo que a droga consiga atingir as células bacterianas
que vivem em seu interior ABRAHAM et al., 2011).

Os ensaios de atividade hemolitica sdo indispensaveis para se analisar
0s reais beneficios e riscos dos compostos presentes nos OE, e este ensaio
vem sendo empregado como metodologia de triagem para diversos agentes
toxicos (COLE et al.,2014). Desta forma, é devido a estes fatores que o ensaio
hemolitico se faz necessario para avaliar se além da atividade antibacteriana
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os OEs de S. terebinthifolia, P. guajava e H. courbaril apresentam carater

toxico para a membrana das hemacias.

Neste estudo, todos os OE apresentaram hemolise em todas as
proporcdes com excecdo do OE (Figura 13) de S. terebinthifolia no qual ndo
apresentou atividade hemolitica na proporcdo de 1:1600 de diluicdo e para o
controle DMSO, foi observado exatamente 30% de hemolise. Como é
conhecido, os OE possuem variados componentes ativos em sua composicao
quimica que em maior concentracdo podem apresentar atividade. A membrana
eritrocitaria compreende uma dupla camada lipidica, sendo constituida por
proteinas integrais e carboidratos. Por possuir uma composi¢do lipidica
elevada, a membrana do eritrécito pode interagir com compostos lipofilicos,
como o0s Oleos essenciais, tornando-a mais permeavel e promovendo sua
hemoélise. (MAGALHAES, 2010).
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Figura 12. Percentual do ensaio hemolitico dos 6leos essenciais de (A) S.
terebinthifolius; (B) P. guajava e (C) H. courbaril.

No estudo de Silva (2015), o OE de S. terebinthifolia ndo apresentou
atividade hemolitica até a concentracdo de 8 mg.mL™ visto que as hemécias e
o OE permaneceram limpidas apos a centrifugacdo com a formacdo de um
precipitado de células sem que tenha havido lise das mesmas e nas amostras
mais concentradas foram observadas a hemdlise das células. Isto entéo
comprova que em amostras onde a concentracdo é maior ha acdo hemolitica,
pois, os compostos dos OE estdo mais concentrados entrando entdo, de

acordo com os resultados obtidos neste estudo no OE avaliados.

Outro estudo de Tariku e colaboradores (2011) observaram que os OE

de Artemisia abyssinica e Satureja punctata spp. Punctata causaram danos nos
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eritrocitos com aproximadamente 50% de lise nas concentracbes de 0,35 e
1,52 pL.mL? respectivamente, posteriormente Tariku et al. (2011) estudou a
acao hemolitica dos OE de Artemisia absinthium e Echinops kebericho obtendo
o valor de LCso de 1,52 e 2,62 uL.mL? indicando cautela para a utilizacdo de
OE.

Como dito, o ensaio hemolitico € um dos testes experimentais mais
utilizados para a avaliagdo de toxicidade in vitro, sendo capaz de verificar a
citotoxicidade de diferentes xenobidticos, estimando os danos causados nos
eritrocitos. Dessa forma, com os resultados obtidos neste estudo € possivel
deduzir que os OE de de S. terebinthifolia, P. guajava e H. courbaril
apresentam toxicidade aos eritrécitos nas concentracdes testadas, com

excecdo da concentracdo 1/32 de diluicdo do OE de de S. terebinthifolia.
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CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de OE extraidos de S. terebinthifolia apresenta atividade
antibacteriana e antibiofilme para E. coli KPC+ enquanto que P. guajava e H.

courbaril apresenta potencial inibitério para as cepas de S. aureus.

Entender a relacdo entre os compostos bioativos encontrados na composi¢cao
quimica dos OE apresenta perspectivas para a obtencdo de novos
antimicrobianos. Considerando o0s resultados obtidos sugere-se novas
pesquisas sobre a aplicabilidade dos OE em novas terapias e/ou
desenvolvimento de protocolos terapéuticos individualmente utilizados e
associados com antibiéticos, assim como a aplicacdo da combinacdo de OE
com antibiéticos convencionais para o tratamento e profilaxia de doencas

infecciosas.
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