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RESUMO

A descoberta e disponibilizagdo de novos antimicrobianos vem diminuindo
muito ao longo dos anos, somado a resisténcia aos antibiéticos de uso
clinico que é reconhecida pela OMS como a maior ameaca no tratamento
de infecgbes. Devido a isso, tem se feito necessario buscar novas
estratégias para sanar esses problemas de saude publica. As plantas
possuem metabdlitos secundarios que sao o maior alvo da ciéncia nesse
quesito por agirem como sistema de defesa da planta podendo ser
extraidos na forma de Oleos essenciais e muitas vezes possuidores de
capacidade antimicrobiana. Juntamente com a descoberta de novos
compostos com capacidade antimicrobiana, buscam-se novas taticas de
tratamento das infecgdes e o uso combinado de antimicrobianos de uso
clinico conjuntamente a fitoterapicos em busca de um efeito sinérgico tem
se mostrado muito promissor. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antibacteriana do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia (TTO) e
pesquisar a possibilidade de o mesmo ter um efeito sinérgico com o
ciprofloxacino em cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922, NP
0022, LB 25922 e uma cepa de Isolado Clinico) e de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923, NP 0038, NP 0023 e B4). A avaliagao do potencial
antibiético foi realizada pelo teste de dico-difusdo que demonstrou que as
cepas testadas séo sensiveis ao TTO e ao ciprofloxacino (CIP). As cepas
foram submetidas ao teste de CIM, pelo teste de diluicdo em microplacas
que tem como propdsito conhecer a concentragdo/porcentagem necessaria
para inibir o crescimento, as concentragdes inibitérias minimas encontradas
ficaram entre 0,10-0,50% (937-4500 pg/mL) para o TTO e 0,001-0,012%
(10-120 pg/mL) para o CIP. Apos conhecidas as concentragdes inibitérias,
foi realizado o ensaio de checkerboard que associa os dois compostos em
concentragbes subinibitorias. O teste demostrou um forte efeito sinérgico
entre todas as associacdes avaliadas, apoés realizar os calculos do indice
de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF), verificou-se que poder-se-ia
diminuir entre 3,3 a 40 vezes a concentragdo do TTO e 2,3 e 8,3 vezes a
concentragdo do CIP para surtir o mesmo efeito antibacteriano. Estudos
complementares tanto in vitro quanto in vivo devem ser realizados a fim de
elucidar os mecanismos de agao dos compostos utilizados nessa pesquisa.

Palavras-Chave: Sinergismo; Antibacteriano; Checkerboard; Tea Tree;
Resisténcia.



ABSTRACT

The discovery and availability of new antimicrobials has been decreasing a
lot over the years, in addition to resistance to antibiotics for clinical use,
which is recognized by the WHO as the greatest threat in the treatment of
infections. Because of this, it has become necessary to seek new strategies
to remedy these public health problems. Plants have secondary metabolites
that are the biggest target of science in this regard because they act as the
plant's defense system and can be extracted in the form of essential oils
and often possess antimicrobial capacity. Along with the discovery of new
compounds with antimicrobial capacity, new tactics for the treatment of
infections are sought and the combined use of antimicrobials for clinical use
together with herbal medicines in search of a synergistic effect has shown
to be very promising. The objective of this work was to evaluate the
antibacterial activity of Melaleuca alternifolia essential oil (TTO) and to
investigate the possibility of it's having a synergistic effect with ciprofloxacin
on bacterial strains of Escherichia coli (ATCC 25922, NP 0022, LB 25922
and a strain of Clinical Isolate) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923,
NP 0038, NP 0023 and B4). The evaluation of the antibiotic potential was
performed by the disc-diffusion test, which demonstrated that the strains
tested are sensitive to TTO and ciprofloxacin (CIP). The strains were
submitted to the MIC test, through the dilution test in microplates, which has
the purpose of knowing the concentration/percentage necessary to inhibit
growth, the minimum inhibitory concentrations found were between 0.10-
0.50% (937-4500 pg /mL) for TTO and 0.001- 0.012% (10-120 pg/mL) for
CIP. After the inhibitory concentrations were known, the checkerboard
assay was performed, which associates the two compounds at subinhibitory
concentrations. The test showed a strong synergistic effect between all the
evaluated associations, after performing the calculations of the fractional
inhibitory concentration index (IFIC), it was verified that between 3,3 and 40
times the TTO concentration and 2,3 and 8,3 times the concentration of CIP
to have the same antibacterial effect. Complementary studies both in vitro
and in vivo must be carried out in order to elucidate the mechanisms of
action of the compounds used in this research.

Keywords: Synergism; Anti-bacterial; Checkerboard; Tea Tree; Resistance.
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1- INTRODUCAO

1.1- Fitoterapia

A medicina popular tem utilizado da fitofarmacologia empiricamente
desde os tempos mais remotos para tratar e curar doencgas. Filtrados,
macerados, infusdes, sucos e extratos de plantas sao utilizadas desde a
antiguidade, mas somente nas ultimas décadas as propriedades medicinais
dessas plantas estdo sendo provadas cientificamente (COUTINHO et al.,
2008).

Uma grande parcela de pessoas no mundo utiliza das propriedades
terapéuticas oriundas das plantas medicinais como unico recurso
terapéutico (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). A Organizagao Mundial de Saude
(OMS) estima que, aproximadamente, 60% da populagdo mundial depende
da fitoterapia para tratar enfermidades e esse numero passa dos 80%
quando falamos de paises pobres e/ou em desenvolvimento (KHAN &
AHMAD, 2019).

Os vegetais tém um consideravel arsenal de moléculas bioativas
como terpenos, alcaloides, glicosideos, cianogénios, fendis e proteinas
que fornecem uma diversidade quimica que gera diferentes efeitos na
defesa e resisténcia de plantas a agentes bidticos e abidticos
(KLIEBENSTEIN, 2012). Devido a isso, o interesse tem ganhado forca
considerando que estes metabolitos tem potencial para gerar compostos
biologicamente ativos ou servir de molde para sintese de novos farmacos
(GIBBONS, 2005).

Atualmente, aproximadamente, 11% dos medicamentos de uso
rotineiro tem insumos provenientes de plantas, além de diversos outros
farmacos que tiveram seu desenvolvimento a partir de fontes naturais
(TOMIOKA et al., 2019).

O Brasil possui a maior floresta equatorial e tropical umida do
planeta que representa, aproximadamente, um terco da diversidade

genética da flora do mundo. Estima- se que 15 a 17% desse promissor
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potencial farmacologico foi estudado por pesquisadores (YUNES et al,
2001; PINTO et al., 2002). Devido a isso, a ciéncia tem buscado evidéncias
clinicas e laboratoriais da eficacia das plantas medicinais usadas
tradicionalmente na medicina (PINTO et al., 2002).

O maior alvo de interesse da ciéncia sédo os metabdlitos secundarios
que, com sua ampla e variavel composi¢cao quimica, sdo produzidos como
defesa das plantas contra herbivoros, insetos e microrganismos
patogénicos (RESCHEKE et al., 2007). Além dos metabdlitos secundarios,
diversas proteinas de defesa vegetal tém sido relatadas por apresentarem
atividades biolégicas com potencial aplicagdo na saude e agricultura,
sendo, alvo de grande interesse em biotecnologia (UCHOA et al., 2009).
Dentre essas proteinas, os inibidores de proteases recebem especial
atengao, pois sao moléculas ativas contra fitopatdégenos e patdégenos de
importancia médica e veterinaria (UCHOA et al., 2009).

A padronizagdo e avaliacdo da aplicagdo de compostos ativos
derivados de plantas esta ajudando no surgimento de uma nova era do
sistema de saude para tratar doencas humanas. A retomada do
conhecimento tradicional e das plantas medicinais pode desempenhar um
papel fundamental na exploragdo e descoberta de recursos naturais das
plantas. (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). As caracteristicas antimicrobianas de
substancias originadas de plantas tém sido confirmadas por meio de varias
pesquisas em todo o mundo que avaliam suas propriedades quimico-
farmacologicas (LIRA et al., 2020).

1.2- Oleos Essenciais (OEs)

Visando mitigar dois grandes problemas de saude publica que séao a
escassez de novos compostos antimicrobianos e a resisténcia aos
antimicrobianos utilizados na clinica médica e veterinaria, diversas pesquisas
tem buscado substancias mais eficazes e menos tdxicas. Uma alternativa séo os

Oleos essenciais (OEs) extraidos de diversas plantas por meio de
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diferentes técnicas podendo encontrar (CARDOSO, 2022).

Os OEs sdo compostos quimicos aromaticos volateis encontrados no
metabolismo secundario das plantas, sendo extraidos de semente, frutos,
flores, folhas, brotos, cascas e raizes (JU et al., 2019). Devido a grande
quantidade e diversidade de seus principios ativos eles podem
desempenhar um importante papel para a saude humana e animal
(POPOQVIC et al., 2016), possuindo uma mistura complexa de diferentes
compostos moleculares (JU et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

Dentre os variados compostos dos OEs estdo os pertencentes ao
grupo dos compostos fendlicos, eles sdo hidrofébicos e o seu sitio de agéao
€ a membrana celular da célula microbiana. Esses compostos se acumulam
na bicamada lipidica causando desarranjo na fungdo e na estrutura da
membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo atividade inibitéria no
citoplasma celular, provocando lise e liberacdo do ATP intracelular, sendo
assim, responsaveis pela agdo antimicrobiana (WALSH et al., 2013).Dentre
as diversas atividades bioldgicas que os 6leos essenciais podem possuir,
como antiviral, inseticida, anti-inflamatéria e muitas outras, destaca-se a
antimicrobiana (GUSTAFSONE et al.,1998).

Outro grupo muito importante € o dos terpenos que s&o produtos de
metabolitos secundarios de origem natural que encontrados em uma
diversidade de plantas e sdo os principais componentes dos OEs,
desempenham diversas fungdes, entre elas mecanismo de defesa contra
herbivoros e patogenos (VIEIRA, 2018). Além disso, desempenha uma
variedade de agbes biologicas como: anticonvulsivante, anti-inflamatoria,
sedativa, antinociceptiva e antimicrobiana (ALVIANO et al., 2005).

Nos ensaios com substancias de origem vegetal, principalmente, em se
tratando de Oleos essenciais, as propriedades fisicas sdo muito
importantes. A viscosidade, solubilidade em agua, volatilidade e
complexidade devem ser consideradas. Para melhorar a confiabilidade e a
qualidade dos testes, o mais correto € utilizagcdo de solventes, agentes

emulsificadores ou detergentes para contribuir com a dispersdo dos
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mesmos. Porém, os mesmos devem ser previamente testados para evitar

que possuam algum tipo de interagdo com o a substancia testada ou o
mesmo possuir atividade antimicrobiana (NASCIMENTO, 2007). Para
obtencao de resultados confiaveis, todos os testes devem possuir controles
positivos e negativos (BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2003;
NASCIMENTO, 2007).

Diversos fatores podem influenciar diretamente a atividade
antimicrobiana dos OEs. A temperatura, por exemplo, tem efeito a ser
considerado na atividade antimicrobiana dos OEs, pois os microrganismos
tém diferentes temperaturas o6timas de crescimento, fazendo com que
alteracbes grandes acima ou abaixo podem reduzir a atividade do
microrganismo (MOLEYAR & NARASIMHAM, 1992).

Normalmente, a sensibilidade de bactérias aos OEs aumenta com a
diminuicdo do pH. A combinagao entre diminuicdo de pH e utilizacdo de
OEs parece interagir sinergicamente aumentando a capacidade inibitoria
nas bactérias. Isso se da devido ao fato que em pHs mais baixos, os OEs
ndao se decompdem tao faciimente e tem seus efeitos hidrofébicos
aumentados, facilitando sua interacdo com as membranas bacterianas
(RIVAS et al., 2010).

A quantidade de O2 também tem um efeito sobre a atividade
antimicrobiana dos OEs, pois causa uma série de reagdes quimicas com 0s
componentes ativos dos OEs. Como exemplos: o timol, em condigbes
aerdbicas, tem atividade antimicrobiana aumentada; oOleo essencial de
melaleuca tem sua atividade antimicrobiana aumentada em anaerobiose
(KALEMBA & KUNICKA, 2003).

Geralmente, quanto maior o tempo de exposicdo aos OEs maior a
atividade antimicrobiana. Porém, muitas vezes pode haver uma atividade
maxima, ou seja, um ponto que a atividade n&do aumenta mais ao longo do
tempo, assim como em todos o0s compostos com propriedades
antimicrobianas. Os OEs podem ser divididos em 2 tipos conforme sua

acao em relagdo ao tempo: agéo lenta e agdo rapida. Alguns metabdlitos
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como cinamaldeido, geraniol e carvanol sdo considerados de ag&o rapida

pois podem inativar E. coli O157:H7 e Salmonella sp. em apenas 5 minutos
enquanto os compostos de acao lenta geralmente levam de 30 a 60
minutos para comecgar a demonstrar atividade antimicrobiana (FRIEDMAN
et al.; 2004, JU et al., 2022).

1.3- Infecgdes

1.3.1-Microrganismos de Interesse

Dentre as zoonoses de interesse crescente, tanto para a saude
humana, quanto para a animal, destacam-se as contaminagcbes por
Escherichia coli. Este agente pertencente a familia Enterobacteriaceae, é
um bastonete curto, com metabolismo anaerdbico facultativo, Gram-
negativo, ndo esporulado, medindo entre 1,1 a 1,5 ym por 2 a 6 um, a
maioria € movel, devido a existéncia de flagelos peritriqueos. A temperatura
o6tima de crescimento é por volta dos 37 °C e é responsavel por
significativa incidéncia de processos morbidos em seres humanos e
animais (BARNES et al. 2003; SAVIOLLI, 2010).

A E. coli faz parte do grupo de coliformes fecais, sendo considerada
0 mais caracteristico indicador de contaminacgao fecal e eventual presenca
de bactérias patogénicas (OLIVEIRA et al., 2004). Varios fatores
contribuem para sua disseminagao no meio ambiente pois € excretada nas
fezes, podendo sobreviver nas particulas fecais, agua e poeira até por
meses (SAVIOLLI, 2010) . O ambiente normal da A E. coli é o trato
intestinal, sendo um dos principais constituintes do mesmo em homens e
animais. Presume-se que a maioria dos seus sorotipos seja isento de
fatores de viruléncia, mas algumas cepas, durante o processo evolutivo,
adquiriram genes que |he conferem capacidade de ocasionar doencas,

ocasionando essa grande variabilidade patogénica (CHERNAKI-LEFFER et
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al., 2002).

A Escherichia coli € e um dos microrganismos importantes na
etiologia de infec¢des hospitalares; sdo isoladas a partir do intestino grosso
humano, quando assim, geralmente s&o inofensivas a nossa saude
(RODRIGUEZ- MARTINEZ et al., 2011). Quando migram para outras
regides do corpo podem causar problemas, como por exemplo quando no
trato urinario inferior sdo responsaveis por entre 70% a 85% das infecgdes
comunitarias ou hospitalares detectadas, independente de regido ou
caracteristicas fisicas (PIRES et al., 2007). Podem ser agrupadas de
acordo com seus mecanismos de patogenicidade, em patétipos que estéao
frequentemente associados a doenga e lesbes em homens e animais
(BARNES et al., 2003).

A multirresisténcia em Escherichia coli tornou-se uma questao
preocupante para a saude publica por ser cada vez mais observada em
humanos e animais. Normalmente, a E. coli é intrinsecamente suscetivel a
quase todos os agentes antimicrobianos usados na clinica humana e
veterinaria, mas esta espécie bacteriana tem uma grande capacidade de
acumular genes de resisténcia, principalmente por meio de transferéncia
horizontal de genes. Uma das principais preocupagdes € a transmissao de
E. coli virulenta e/ou resistente entre animais e humanos por variadas vias
como contato direto, contato com excrecdes ou através da cadeia
alimentar humana quanto na veterinaria (POIREL et al., 2018). Os
principais antimicrobianos utilizados no tratamento das infecgbes por
Escherichia coli sado gentaminicina, cefalosporina, ciprofloxacino,
cefalotina, nitrofurantoina.

Os Staphylococcus aureus sao cocos Gram-positivos imoveis,
pertencentes a familia Micrococaceae, ndo formadores de esporos,
podem se apresentarem isolados, aos pares, tétrades, em cadeias curtas,
mas, majoritariamente apresentam-se agrupados em cachos irregulares.
Sao aerbébios e anaerdbios facultativos, com maior crescimento sob

condi¢cbes aerobicas, quando entdo produzem a catalase. Estes micro-



19

organismos podem se desenvolver entre 15 e 45 °C. Crescem em meio
simples sem inibidores ( KONEMAN et al., 2008).

O Staphylococcus aureus possuem um destaque pelo envolvimento
na etiologia de uma ampla diversidade de manifestagdes clinicas. Cerca
de 50% a 87% das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)
tém como agente responsavel Staphylococcus aureus, sendo que em 16%
a 43% dos casos os pacientes evoluem para o 6ébito em fungéo do amplo
espectro de resisténcia deste micro-organismo (METAN, et al., 2005).

Este micro-organismo € um dos patégenos mais isolados tanto
comunitariamente quanto em infecgbes hospitalares e representa um
grande problema para os sistemas de saude publica devido a facilidade de
adquirir resisténcia aos antimicrobianos utilizados na clinica médica. E
responsavel por uma grande variedade de infecgdes, atingindo desde
tecidos superficiais até os mais profundos onde penetram através do
rompimento das barreiras naturais, sendo assim associados a infecgdes
de pele, tecidos moles e infec¢des urinarias, a infecgbes graves como
pneumonia, osteomielite, sindrome do choque toxico e sepse que podem
ser fatais. Com isso, destaca-se por sua patogenicidade e alta frequéncia,
causando doencas tanto em individuos imunocomprometidos quanto em
sadios. O tratamento atualmente é feito com meticilina/oxacilina, porém
ha um grande desafio devido a emergéncia de cepas de MRSA
(Staphylococcus  aureus Resistente a  Meticilina) expressando
multirresisténcia.( OTTO, 2010; ADHIKARI et al., 2012).

As MRSA tipicamente tinham circulagdo limitada e em ambientes
hospitalares, mas nos ultimos anos as infecgbes causadas por MRSA
associadas ou adquiridas na comunidade (CA-MRSA) tém sido relatadas
com preocupante regularidade em todo o mundo. As formas de infecgbes
hospitalar e comunitaria possuem algumas distintas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas conferindo diferente perfil de sensibilidade para

diferentes antimicrobianos, fazendo-se assim, necessario muita vigilancia
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dos profissionais da saude na distingdo entre as formas de infeccdes,

evitando uma terapia empirica incorreta e sem sucesso (GELATTI et
al,2009).

1.3.2-Antimicrobianos e a Resisténcia Microbiana

As doencas infecciosas sdo uma das principais causa de morbidade
e mortalidade nos seres humanos e animais, principalmente em regides
tropicais. Nos paises em desenvolvimento, o tratamento com
antimicrobianos clinicos é prejudicado n&o sO pelos microrganismos
resistentes, mas um sistema de saude ineficaz e a baixa renda da
populagdo  prejudicam o acesso aos farmacos adequados para o
tratamento (KUETE et al., 2011).

Desde o descobrimento da penicilina por Alexander Fleming em
1923, até a evolucao nas formulagcbes e utilizacdo de antibidticos, os
mesmos tém sido uma revolugdo para a medicina como um todo. Os
antimicrobianos sao farmacos de origem sintética, semissintética ou
natural que tem como objetivo inibir/impedir o crescimento ou eliminar
microrganismos (FURTADO et al., 2019). A sua utilizagcdo na clinica, além
de tratar infecgbes bacterianas, aumentou a chance de sucesso de outros
tratamentos e intervengoes, como cirurgias, transplantes e quimioterapias
alterando diretamente o curso natural do mundo (MUNITA et al., 2015).

Desde a descoberta dos antimicrobianos o seu uso indiscriminado,
principalmente na pratica médica humana, veterinaria e industrial colabora
para a situacédo atual de disseminagao de resisténcia e pressao seletiva de
microrganismos. A melhor maneira de estender a eficacia dos
medicamentos existentes ainda nao foi bem compreendida. Devido a isso,
houve um aumento na incidéncia de infec¢dbes causadas por
microrganismos resistentes aos antibidticos nas ultimas décadas,
principalmente em ambientes hospitalares (ASCIOGLU et al., 2014). Esse

problema surgiu quase que simultaneamente as primeiras geragdes de
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antimicrobianos. Isso, a principio, ndo pareceu tao relevante visto que era

facilmente resolvido com a introdugdo de novos agentes ou alteragdes
estruturais nas drogas de escolha (MATIAS et al., 2010).

Segundo a OMS, a resisténcia € um dos mais graves problemas
atuais da saude publica mundial. A resisténcia a antibidticos é definida
como a capacidade de uma cepa fungica ou bacteriana se multiplicar na
presenca de antimicrobianos a qual originalmente deveria ser sensivel em
concentragbes prejudiciais aos mesmos (DE ANDRADE et al., 2016;
FUENTEFRIA et al., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser uma consequéncia
natural resultante de mutagdes do agente infeccioso ao antimicrobiano
utilizado. Esses antibiéticos forcam uma “pressao seletiva” eliminando as
cepas sensiveis e selecionando as resistentes aos antibidticos outras cepas
sdo inerentemente resistentes a um antibidtico devido a estrutura ou
metabolismo (BYARUGABA, 2004; DE ANDRADE et al., 2016).

O aumento na quantidade de antimicrobianos e sua agao cada vez
mais potente, aliado ao seu uso descontrolado e a capacidade do
microrganismo adquirir e transmitir genes de resisténcia, como a
capacidade dos seres humanos transmitir os microrganismos tém feito uma
selecdo de cepas cada vez mais resistentes (MATIAS et al., 2010). O
potencial de alteragbes na estrutura genética dos microrganismos,
juntamente as fracassadas intervengdes humanas tém atuado em sinergia
para o surgimento de cepas dotadas de resisténcia aos antimicrobianos ou
para sua maior viruléncia (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008). Esse
fenbmeno ocorre de maneira tdo rapida que alguns microrganismos de
importancia clinica perdem a sensibilidade a antimicrobianos em 5 anos
(STEFANOVIC et al., 2012).

O problema de resisténcia microbiana é tdo grande que no ano de
2017 a Organizagao Mundial de Saude (OMS) divulgou uma lista de
microrganismos que necessitam de atencgao prioritaria. Foram citados nesta

diversos microrganismos, dentre eles: o Staphylococcus aureus resistente a
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meticilina (MRSA), resistente a vancomicina (VRSA), ou com resisténcia

intermediaria  a vancomicina (VISA), Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos, entre outros
(WHO, 2017).

Essas Infecgbes causadas por microrganismos resistentes ou
multirresistentes tém sido um grande problema para saude publica no
mundo inteiro, devido a maior morbidade, mortalidade e custos de
tratamento (TANG et al., 2016).

1.3.3-Mecanismos de Resisténcia

Os elementos relacionados a resisténcia aos antimicrobianos s&o
genéticos e consistem em mecanismos como: inativacdo enzimatica,
bloqueio ou protegdo do sitio alvo e alteracbes relacionadas a
permeabilidade da membrana. (CARDOSO, 2022). Essa, pode ser
resultado de uma transferéncia de material genético entre microrganismos
ou por mutagao genética. A transferéncia de resisténcia ocorre quando um
microrganismo recebe material genético de outro e passa a expressar suas
caracteristicas. Ja a mutacdo € um fendbmeno espontaneo, resultado de
uma replicagao errada do DNA (substituicdo, adigdo ou delegao de par(es)
de base(s)) levando a uma mudanga na composi¢do dos aminoacidos
(TAVARES, 2000).

Com a introdugao da penicilina na clinica médica nos anos 40, o
prognostico dos pacientes com infeccbes bacterianas melhorou
diminuindo muito a mortalidade e aumentando a qualidade de vida dos
pacientes devido ao tratamento mais curto. Porém, com a disseminacao
das cepas resistentes esse antibidtico teve seu uso diminuido dando
espaco as penicilinas semissintéticas (meticilina e oxacilina), mas logo
surgiram os S. aureus meticilina resistentes (MRSA) (ANDRADE, 2008).
A resisténcia a meticilina esta ligada a produgdo de uma proteina de
parede celular chamada de PBP (proteina ligadora de penicilina).

Geralmente, os beta-lactdmicos se ligam a essa proteina impedindo a
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formacédo de parede celular e resultando na lise bacteriana. As MRSAs

produzem uma PBP modificada (PBPa2), codificada pelo gene mec A,
funcional para a célula bacteriana e com pouca afinidade pelo antibidtico,
permitindo a sobrevivéncia do microrganismo mesmo em altas
concentragdes do antimicrobiano (DE SOUSA et al., 2005; REMONATTO et
al., 2007).

Na década de 80, as fluroquinolonas foram introduzidas ao uso
clinico contra cepas gram-negativas. Mas devido a seu amplo espectro de
acao, facil penetracdo nos procariotos e baixa toxicidade, essa classe de
antibioticos passou a ser usado também contra pneumococos e
estafilococos. Inicialmente, também foram usados para conter o avanco de
cepas multirresistentes, porém, logo apdés o inicio de seu uso clinico
para esse fim, observou-se um alto nivel de resisténcia contra essas
cepas (BLANDEAU, 1999). Os mecanismos mais importantes de
resisténcia as fluroquinolonas sao proteinas de efluxo, transporte ativo da
droga para fora da célula e alteragao no sitio de agcado desses antibidticos
pela DNA girase através de mutacdes no gene GyrA (LOWY, 2003).

As MRSA sao resistentes a todos os beta-lactamicos (penicilinas,
carbapenemicos e cefalosporinas). Os antibioticos mais antigos usados
contra essas cepas sdo o ciprofloxacino e a clindamicina, porém, hoje
menos de 5% dessas cepas sao sensiveis a esses antimicrobianos. Sendo
necessario o uso de antibidéticos mais potentes como a Linezulida,
teicoplamina e vancomicina e essa ultima ja possui cepas resistentes em
diversos ambientes hospitalares (MAHBOUBI & BIDGOLI, 2009).

Os microrganismos podem expressar resisténcia intrinseca, ou seja,
mecanismos de resisténcia naturais de um género ou espécie, ou podem
expressar resisténcia adquirida, que se originam a partir de mutagées nos
proprios genes ou pela aquisicdo dos genes de resisténcia de outras
microrganismos, sendo por conjugacgao de plasmideos ou transposons, por
transducdo via bacteriéfago ou transformagé&o devido ao ambiente (DE
ANDRADE et.al., 2016).
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A resisténcia intrinseca € um mecanismo de resisténcia natural de

um género ou espécie. Parte da heranga genética dos microrganismos, das
caracteristicas naturais e fenotipicas. Esse mecanismo apresenta baixo
risco a terapéutica, visto que € previsivel, basta conhecer o agente
etiologico e os mecanismos de ag&do dos antimicrobianos a serem aplicados
clinicamente. A resisténcia adquirida ocorre em uma espécie anteriormente
sensivel que passa a ser resistente ao antimicrobianos por mutacées nos
proprios genes ou por aquisicdo de genes de resisténcia de outros
microrganismos por conjugagdo de plasmideos ou trasnposons, por
transdugcdo via bacteriofago ou transformacdo devido ao ambiente.
(GOLD & MOELLERING, 1996; DE ANDRADE et al., 2016).

Os mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia
antimicrobiana € muito variavel entre as espécies. A resisténcia é causada
por alguns fatores basicos como a inativagdo do antimicrobiano, realizada
diretamente na molécula bioativa por alteragbes quimicas geralmente
promovidas por enzimas; por modificacdo do alvo, que leva a perda de
sensibilidade ao antibidtico; por mudancas na bomba de efluxo e
permeabilidade externa da membrana que promovem a redugdo da
concentracdo do antibidtico sem sua modificagao quimica; por transmissao
do alvo, onde os microrganismos se tornam insensiveis a antimicrobianos
porque sao capazes de transmitir a inativacdo de uma determinada enzima,
ou seja, os antibidticos com mecanismos de agdo que envolvem inibigao
enzimatica tornam-se inativos por ndo terem o alvo para atuar; e por
aquisicao de vias metabdlicas alternativas aquelas inibidas pela droga VAN
HOEK et al., 2011).

As transferéncias de genes sdo associadas a fendbmenos como
transferéncia horizontal de genes e mutagdes (DAVIES & DAVIES, 2010). A
transferéncia horizontal de genes pode ocorrer por meio de mecanismos,
como conjugacao, transformacéao e transdugdao (MUNIESA et al., 2013).

A conjugacéao refere-se a um processo que transcorre entre células

bacterianas, da mesma ou de diferentes espécies, que, ao entrarem em
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contato direto, trocam pequenas por¢cdes de material genético, como

plasmideos e elementos conjugativos integrativos (BERGLUND, 2015). A
transformacgao ocorre quando DNA “nu” é liberado na lise de um organismo
e englobado no material genético por outro. Neste processo, o DNA é
absorvido pelas bactérias receptoras e incorporado no genoma do
hospedeiro por recombinagdo homologa ou transposicado VAN HOEK et al.,
2011). A transdugéao envolve bacteriéfagos que desempenham um papel na
disseminacdo do DNA entre as bactérias. Estes fazem isso por um
processo onde o DNA bacteriano, em vez do DNA do fago, € empacotado
na cabeca do fago e injetado na bactéria receptora (VAN HOEK et al.,
2011).

Os microrganismos podem se tornar resistentes a drogas por
diferentes formas (Figura 1). Sdo exemplos desses mecanismos a
alteragcdo da permeabilidade da membrana, pois muitos antimicrobianos
penetram nas bactérias por canais proteicos na membrana. Com o passar
de geragdes, algumas espécies podem deixar de produzir ou diminuir esses
canais para evitar a entrada do ATB. Outro mecanismo € a produgao de
enzimas inativadoras, que promovem alteragdes estruturais na molécula da
droga inativando-a, como as beta-lactamases (HEMAISWARYA et al.,
2008). A bomba de efluxo € um mecanismo que pode ocorrer em
diversos microrganismos (bactérias, fungos e protozoarios), além de
algumas células tumorais em mamiferos. Sdo proteinas de membrana
capazes de expulsar o farmaco para fora da célula, reduzindo ou acabando
com sua concentracao intracelular diminuindo sua sensibilidade, pois assim
a droga assim ndo atinge as concentragdes intracelulares necessarias para
atingir uma acao eficaz (SANGWAN et al. 2008). Mecanismos baseados na
alteracao do sitio da droga, onde uma mutagdo cromossOmica pode alterar
bioquimicamente o receptor impedindo a interagao farmaco-receptor, como
acontece nas penicilinas. (HEMAISWARYA et al., 2008).
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Figura 1-Mecanismos de resisténcia a antibioéticos e locais-alvo de produtos naturais. MACE: super-
familia de extorsdo de compostos multi-drogas e aoxicos; RNCD: super-familia resisténcia-modulagéo-divisdo
celular; ABCS: super-familia de cassetes de ligagdo ao ATP; SMRS: pequena super-familia multirresistente;
MFS: super-familia facilitadora principal. FONTE: JU et al., 2022

Varios compostos extraidos de plantas ja foram testados e seus
mecanismos de combate a resisténcia elucidados: Timol e Carvol
aumentam a permeabilidade da membrana externa bacteriana eugenol e
citral inibem a b-lactamase acido de salvia inibe bomba de efluxo (ABREU

et al., 2012).
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1.4- Atividade Antimicrobiana

A descoberta e disponibilizacdo de novos antibiticos vem diminuindo
muito ao longo dos anos. A classe das oxazolidinonas foi a primeira a ser
langada apos intersticio de aproximadamente de 20 anos, que culminou na
descoberta da linezolida em 2000 (FOSTER, 2017).

Os mecanismos de resisténcia tém se mostrado cada vez mais
frequentes e em muitos casos, cepas expressando mais de um mecanismo.
Devido a cada vez mais reduzida eficacia dos antibioticos usados na clinica
e a alta incidéncia de infecgdo, principalmente em individuos
imunocomprometidos, €& cada vez mais necessario buscar novas
estratégias e compostos para desempenhar essa agao antimicrobiana
com mecanismos alternativos aos antimicrobianos tradicionais ou
melhorem a poténcia e biodisponibilidade dos antimicrobianos ja existentes
(ENDO et al.,, 2018; ROLTA et al.,, 2021). Por isso, as propriedades
bioldégicas dos produtos vegetais tém sido exaustivamente pesquisadas a
fim de buscar novos alvos de agao antimicrobiana, além estratégias onde
se associam antimicrobianos sintéticos a produtos extraidos de plantas
contendo metabdlitos com capacidade antimicrobiana (ARYA et al., 2010;
MATIAS et al., 2010). O produto natural pode agir tendo como alvo o
mecanismo de resisténcia, atuando como modulador de resisténcia ou agir

sinergicamente com o antimicrobiano (GIBBONS, 2005).

Nos ultimos 20 anos, apenas 3 antibidticos foram desenvolvidos, ao
mesmo tempo que casos de resisténcia a antimicrobianos tém aumentado
drasticamente. Neste contexto, € importante pesquisar sobre novas forma
de obtencdo de antimicrobianos e os fitoterapicos tém se mostrado uma
alternativa promissora e viavel para suprir essa demanda, além de diminuir

a pressao seletiva de microrganismos sobre os antimicrobianos existentes.
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1.4.1- Pesquisas de atividade antimicrobiana

Existem diversas metodologias laboratoriais para avaliar in vitro a
atividade antimicrobiana de plantas, sendo que esses nem sempre sao
baseados nos mesmos principios e ndo possuem a mesma sensibilidade
(BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2003). Devido a isso, varios fatores
podem influenciar no resultado, levando a um decréscimo ou inibicdo da
atividade. Esses fatores sdo desde a origem da planta, época que foi
realizada a coleta, parte destinada a extracdo, material fresco ou seco,
metodologia empregada na extragdo, cepas utilizadas, cultivo (tempo de
incubacgao, temperatura, oxigénio), meios de cultura, concentragbes das
substancias testadas, dispersdo e emulsificagdo dos agentes utilizados na
emuls&o 6leo-agua (RIOS & RECIO, 2005; NASCIMENTO et al., 2007).

As propriedades fisicas em ensaios com substancias vegetais,
principalmente os O6leos essenciais, sdo muito importantes. Deve-se
considerar se os mesmos sdo volateis, insoluveis em agua, viscosos e
complexos. Para melhorar a qualidade e confiabilidade dos procedimentos,
o ideal é o uso de solventes, detergentes ou agentes emulsificadores
(tween 20, 80- Dimetilsulfoxido e etanol) para facilitar a dispersdo dos
mesmos. Porém, os mesmos devem ser anteriormente testados para evitar
que possuam algum tipo de interagcdo com o0 a substancia testada ou
possuir atividade antimicrobiana. Para obtencao de resultados confiaveis,
todos os testes devem possuir controles positivos e negativos
(NASCIMENTO et al., 2007).

Diversos grupos cientificos como o CLSI (Clinical Laboratory
Standarts Institute) sdo responsaveis pela padronizacdo dos métodos de
avaliagdo de antimicrobianos. As metodologias que geralmente sao
aplicadas para avaliar a atividade antimicrobiana dos produtos vegetais s&o
a difusdo em disco, microdiluicdo e bioautografia (NASCIMENTO et al.,
2007; OSTROSKY et al., 2008).
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A metodologia de Kirby-Bauer ou disco-difusdo (1975), é um teste

preconizado pelo Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI, 2020). Trata-
se de um método fisico, onde um meio solido de cultura desafia um
microrganismo contra uma substancia biologicamente ativa. O principio do
teste se baseia na difusdo em agar de uma dosagem pré-determinada do
antimicrobiano contido em discos de papel-filtro ou no disco branco estéril
(BARRY, 1985; COLLINS, 1995).

Esse método tem diversas limitagcbes como o fato de somente poder
ser aplicado em microrganismos de crescimento rapido e algumas bactérias
fastigiosas. Para o teste, um in6culo deve ser preparado com o

microrganismo a ser desafiado e ajustado em solugdo salina em uma

densidade otica correspondente a 1,5 x 10 8 UFC/mL (equivalente a 0,5 na
escala McFarland) para manter a padronizagdo (OSTROSKY et al, 2008).

A leitura desse método é fundamentada na difusdo da substéncia a
ser testada, surgindo um halo onde ndo houve o crescimento do
microrganismo, esse denominado halo de inibi¢do. A leitura dos halos de
inibicdo é feita pela medigdo (em milimetros) com ajuda de um paquimetro
digital da circunferéncia do halo até a margem onde ha crescimento do
microrganismo, devendo posteriormente ser comparada com valores
padronizados nos manuais (RELLER et al., 2009; SCHUMACHER et al.,
2018). O resultado do teste se da de forma qualitativa, classificando o
isolado como sensivel, intermediario ou resistente e ndo o poder
antimicrobiano das amostras testadas (BRESOLIN & CECHINEL FILHO,
2003; OSTROSKY, 2008, SCHUMACHER et al., 2018).

Esse teste, apesar de dar um bom indicativo de atividade
antimicrobiana, pode apresentar diversas fontes de erros, como a
preparacdo, composicdo e espessura incorreta do meio de -cultura,
padronizagao incorreta do in6culo (densidade incorreta de microrganismos
ou excesso de inoculo nas placas), temperatura e tempo de incubagéo
inadequadas, interagdes indesejadas entre os antimicrobianos e os meios

de cultura, contaminac¢ao ou medi¢&o errada dos halos de (ALVES, 2008).
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A utilizagdo de métodos de microdiluigdo também sdo excelentes
ferramentas para determinar a suscetibilidade dos organismos a
antimicrobianos. Servem para determinar a concentracdo minima de um
agente necessario para inibir ou matar um microrganismo. Trata-se de um
método quantitativo, pode ser realizado por técnicas de diluicdo em agar ou
caldo. Os agentes antimicrobianos sao testados em consecutivas dilui¢gdes,
sendo a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do
microrganismo é considerada a CIM (Concentragao Inibitéria Minima) ou
MIC (Minimum Inhibitory Concentration). O mesmo vale para medir a
capacidade microbicida (causar a morte do microrganismo), sendo medida
a CBM (Concentragdo Bactericida Minima) ou (Minimum Bactericidal
Concentration) (ANDREWS, 2001; ALVES, 2008).

Para a realizacdo desses testes podem ser utilizados tanto amostras
de antimicrobianos em potencial, soluveis em agua ou lipossoluveis. A
avaliagdo da atividade antimicrobiana é feita em comparagdo com um
agente antimicrobiano ja conhecido como controle positivo e o solvente
usado para o preparo das amostras pode ser utilizado como controle
negativo (OSTROSKY, 2008). A concentracdo inibitéria minima pode ser
avaliada a olho nu pela observacdo ou nédo de crescimento microbiano ou
através de aparelhos baseados em leitura 6ptica como espectrofotdmetros
(ANDREWS, 2001; ALVES, 2008).

Essa metodologia apesar de mais conclusiva, também possui uma
série de desvantagens como o fato de ser uma metodologia muito
trabalhosa, consumir muito material (no caso da macrodiluigdo), a
coloragao dos extratos e 6leos podem mascarar resultados, a sensibilidade
do organismo, erro no diluente utilizado, a taxa de crescimento microbiano
e a dificuldade na detecgdo de contaminagcdo (BRESOLIN & CECHINEL,
2003; ALVES, 2008; OSTROSKY, 2008). Mas, as vantagens compensam
em muito o processo, sendo as principais: Baixo custo, utilizacdo de pouco
material (na microdiluicdo), alta reprodutividade, pouca amostra e
resultados bastante conclusivos (OSTROSKY, 2008; ALVES, 2008).
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A técnica usada para medir in vitro a atividade antimicrobiana
combinada de agentes antimicrobianos (sinergismo) se chama
checkerboard (MUKHERJEE et al.,, 2005). Essa técnica basicamente
consiste em colunas contendo uma quantidade da droga A, sofrendo
microdiluicbes seriadas ao longo do eixo-X e linhas contendo a droga-B
diluidas seriadamente ao longo do eixo-Y, para que todas as concentragdes
possiveis de ambas as drogas sejam testadas ao mesmo tempo. Para
demonstrar efetividade da atividade sinérgica, as concentragdes testadas
sdo abaixo do MIC das amostras independentes (LORIAN, 1991).

A técnica de checkerboard também possui desvantagens como o
fato de néo oferecer detalhes sobre a farmacodinamica das combinagdes e
os resultados sdo dados em medidas relativas. Da mesma forma que o
MIC, no checkerboard as vantagens também sdo muitas como o fato de
poder ser feita por técnicas de microdiluigdo (menos material e custos), a
interpretacdo do teste é simples e os calculos matematicos s&o simples de
serem feitos) (MUKHERJEE et al., 2005).

A determinagdo do MIC por checkerboard geralmente € seguida de
uma analise adicional, utilizando o indice ndao paramétrico de FICI ou ICIF
(indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada), ou modelo de resposta de
superficie totalmente paramétrico (RSM) (MUKHERJEE et al., 2005). O
ICIF é uma férmula matematica onde os estudos que investigam a eficacia
in vitro de antimicrobianos e a sua capacidade de sinergia, indiferenga ou
antagonismo. O ICIF possui muitas vantagens como a facilidade, a
simplicidade e a viabilidade dos calculos, porém, em alguns testes de MIC
a escolha do ponto de inibicdo ndo € clara e o ICIF ndo é passivel de
analises estatisticas (MUKHERJEE et al., 2005).

1.5- Melaleuca alternifolia (Tea Tree)

A espécie arbdrea nativa da Australia, a Melaleuca alternifdlia é
popularmente conhecida como tea tree (HOLLIDAY, 2004). Apesar de
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endémica da Oceania, hoje se espalha por boa parte do globo. Cresce
naturalmente ao longo de riachos e areas pantanosas e geralmente se
destaca como espécie dominante do ecossistema. Arbusto alto ou arvore
com até 7 metros, da familia das mirtaceas (Myrtaceae), possui copa
espessa e casca esbranquicada. As folhas sdo dispostas alternadamente,
as vezes espalhadas ou enroladas. As folhas sao lisas, macias, de forma
linear, com 10-35 mm de comprimento e 1 mm de largura. As flores
ocorrem em massas de espigas brancas ou creme, com 3-5 cm de
comprimento durante um curto periodo, principalmente da primavera ao

inicio do verao.

Os pequenos frutos lenhosos, em forma de tagca, com 2-3 mm de
didmetro, estdo espalhados ao longo dos ramos. Possuem glandulas
proeminentes, sendo assim, ricos em 6leo. (HOLLIDAY, 2004)

A melaleuca tem sido usada como fitoterapico pelos mais diferentes
povos e para diferentes aplicagbes ao longo dos séculos (HALCON &
MIKUS, 2004). O extrato de melaleuca € usado como antisséptico topico na
Australia desde o inicio do século 20 (SAILER,1998; MARKHAN, 1999),
recebendo comprovacgao cientifica, nos ultimos anos, quanto a sua eficacia
e seguranga (PUVACA et al., 2019).

O dleo essencial de melaleuca, também chamado de TTO (Tea Tree
Oil) também usado de forma medicinal a quase um século. Aborigenes
australianos utilizavam o seu OE para os mais diversos fins medicinais
(CARSON et al., 1993). O TTO é comumente usado como antisséptico
toépico, mas suas propriedades anti-inflamatérias sdo bem descritas e
possui comprovada ag¢ao antimicrobiana contra diversas espécies de
bactérias e fungos (SILVA et al., 2003).

Estudos clinicos a base de TTO, demonstraram sua eficacia em
infecgbes superficiais como acne, tinea, herpes labial, candidiase oral,
descolonizagdo de MRSA (CARSON, 2006) Apesar de ndo haver nenhum
relato de casos letais de ingestdo do TTO, o mesmo nao deve ser ingerido
em grandes quantidades devido a sua moderada toxicidade (HAMMER et
al., 2006).
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1.5.1- Quimica do TTO

As caracteristicas quimicas especificas da familia Mirtaceae, torna a
Melaleuca alternifélia muito util na destilacdo dos seus dOleos essenciais
(CARSON et al.,2006). Esse, geralmente é obtido por destilagdo no
processo de arraste a vapor ou hidrodestilacdo dos ramos terminais e
folhas. Uma vez condensado, o d6leo é limpido a amarelo-claro. O
rendimento do 6leo é geralmente entre 1-2% do peso do material vegetal
umido (CARSON et al. 2006; CASTRO et al., 2005).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia € um liquido claro e movel,
sem vestigios de agua e com odor distinto (HALCON & MIKUS, 2004).
Apresenta uma densidade relativa que varia entre 0,885 a 0,906, possui
pouca solubilidade em agua e miscivel em solventes apolares (GRIFFIN et
al., 1999).

A composi¢cdo quimica do TTO, apesar de um pouco variavel, foi
bem definida e € composto principalmente por terpenos, grande parte em
monoterpenos ciclicos, sesquiterpenos e seus alcoois associados. Onde
metade deles sdo oxigenados e a outra metade s&o hidrocarbonetos
(BROPHY et al.,1989). Os terpenos s&o hidrocarbonetos aromaticos
volateis e podem ser considerados polimeros do isoterpeno (SWORDS,
1978).

O TTO contém aproximadamente 97 compostos, sendo os principais
constituintes mais importantes relacionados a atividade antimicrobiana sao:
o terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y-terpineno, a-pineno, B-pineno, a-
terpineol, p-cimeno e alcoois sesquiterpénicos, que representam cerca de
90% do 6leo (MURTAGH & SMITH, 1996).

Em analise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(GCMS) do TTO realizada por Nimbarte e Kulkarni (2013), mostrou a
presenca de 16 componentes majoritarios. Os principais compostos foram
limoneno, y-terpineno, a-terpineno, cineol e a- terpinoleno. Uma vez que

plantas aromaticas e medicinais produzem uma grande variedade de
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terpenos volateis, hidrocarbonetos e seus derivados e analogos
isoprendides oxigenados correspondentes, o efeito bactericida pode ser
atribuido a esses componentes. Apesar de existir uma variagcdo nos
diferentes lotes de TTO, nenhuma grande diferenga foi, até entao,
observada na sua bioatividade tanto in vitro, quanto in vivo (MAY et al.,
2000). Em trabalho realizado por Brophy et al. (1989), foram examinadas
por cromatografia gasosa e cromatografia gasosa-espectrometria de
massa, 800 amostras de TTO, sendo relatados aproximadamente 100
compostos e suas faixas de concentragdo. Os compostos
predominantemente encontrados nos oleos testados foram Terpinen-4-ol

(40,1%), y-terpineno (23.0%), a-Terpinene (10.4%) e 1,8-Cineol (5.1%).

O Terpenen-4-ol, linalol e alfa-terpineol sdo os componentes
antibacterianos ativos mais estudados do oOleo essencial de melaleuca
(HINOU et al., 1989; CARSON, 1996; MAY et al., 2000). O Terpenen-4-ol, é
0 componente majoritario do 6leo e a principal fonte de atividade
antimicrobiana, ndo devendo o TTO ter valores inferiores a 30%.
Geralmente, esses valores estdo entre 30-40%. Esses compostos,
principalmente o terpinen-4-ol, demonstraram afetar a parede celular
bacteriana, demonstrado pela perda de material nuclear de 260 nm, K+,
tolerancia ao sal e a presenca de estruturas semelhantes ao mesossomo
por microscopia eletrénica apds o tratamento in vitro de S. aureus com
TTO. A inibicdo da respiragdo dependente de glicose também foi
demonstrada (GUSTAFSON, 1998; COX et al.,, 1998; CARSON et al,,
2002).

Segundo a Organizagao Internacional de Padronizagao (ISO), o TTO
deve conter predominantemente monoterpenos e alcoois relacionados, e
sua composicao € regulada atualmente pela norma internacional ISO
4730:2017.
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1.5.2- Potencial Antimicrobiano do TTO

Apesar de existir diversas atividades bioldgicas atribuidas a M.
alternifolia, a atividade antimicrobiana € a que tem recebido maior atencéo
e estudo. Seu uso mais antigo ja relatado é o seu uso por aborigenes
australianos que esmagavam as folhas e aplicavam em feridas ou inalavam
para tratar tosses e resfriado. Na forma de infusdo era utilizada para
tratamento de doengas da pele e dor de garganta (SHEMESH & MAYO,
1991).

Estudos de todo o 6leo essencial e varios de seus componentes (1,8
cineol, terpinen- 4-ol ea-terpineol) sugerem que o0 Oleo de melaleuca
compromete a membrana citoplasmatica de S. aureus, dando-lhe um efeito
bacteriostatico e bactericida (CHRISTOPH, 2001; CARSON, 2002)

Os primeiros trabalhos com a M. alternifélia na forma de 6leo foram
desenvolvidos por Penfold e Grant (1926), que comparou o Oleo de
melaleuca com acido carbdlico ou fenol utilizando o coeficiente Rideal-
Walker (RW), chegando ao resultado que o TTO foi 11 vezes mais ativo
que o fenol. Também foram testados diversos componentes majoritarios
do TTO através do coeficiente RW chegando a 13,5 vezes para o
terpinen-4-ol, 16 vezes para o terpineol (PENFOLD e GRANT, 1926); 3,5
vezes para o cineol e 8 vezes para o cimene PENFOLD e GRANT, 1923);
e 13 vezes para o linalol (PENFOLD e GRANT, 1926). Trabalhos mais
recentes demonstram uma visivel atividade antimicrobiana de
amplo espectro que inclui antibacteriana (Gram-positivas e Gram-
negativas), antifungica, antiprotozoarias e antivirais. Diversos trabalhos in
vitro tem corroborado com essas informacgdes, os estudos clinicos s&o
promissores, porém escassos (CARSON & RILEY, 1995; CARSON et al.,
2006).

O TTO pode ter atividade bacteriostatica em pequenas quantidades,
mas em concentragbes suficientes, é essencialmente um bactericida
(CARSON et al., 2006). Uma grande variedade de bactérias ja foi testada

quanto a sua susceptibilidade ao TTO, a maioria dessas sendo suscetivel a
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concentragdes iguais ou inferiores ao TTO a 1% (HAMMER et al., 1996).

Como mencionado anteriormente, as S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) devido a sua dificuldade de tratamento, tem sido um dos
focos principais dos microbiologistas e desde que foi hipotetizado a eficacia
do TTO frente essa cepa resistente, varios grupos comegaram a pesquisar
sobre essa teoria. Carson (1995a), pesquisou a concentragao inibitéria
minima do OE em 105 cepas isoladas clinicamente de S. aureus, chegando
a um MIC de 0,5%. Em trabalhos realizados com MRSA, Carson et al.
(1995b), testou 64 isolados clinicos de MRSA provenientes da Australia e
do Reino Unido encontrando o MIC de 0,25% e 0,31% e MBC de 0,5% e
0,65% na Australia e no Reino Unido, respectivamente. Elsom (1999), em
100 cepas isoladas clinicamente de S. aureus MRSA chegou a um MIC de
0,32%.

Pesquisas realizadas com isolados clinicos P. aeruginosa chegaram
ao MIC entre 1- 5% (BANES-MARSHALL, 2001) e 3% (CARSON & RILEY,
1994). Em 15 cepas de isolados
clinicos de Streptococcus pyogenes, chegado ao MIC de 0,12% (CARSON,
1996). Em trabalho realizado por Nimbarte e Kulkarni (2013), onde
pesquisaram a atividade antimicrobiana do TTO frente a E. coli, S. aureus,
S. epidermidis pelos métodos de MIC e MBC obtendo resultados
promissores de inibicdo com 0,03%-0,15% (MIC) e 0,07-0,3% (MBC).

Hammer Et al. (2012), analisando a possibilidade de o TTO contribuir
com a aquisicdo de resisténcia, subcultivou em séries de 14-22 vezes
cepas de S. aureus e S. epidermidis com terpinen-4-ol subinibitério,
encontrando resultados que indicam que houve quase nenhuma mudanca
na susceptibilidade antimicrobiana para as referidas cepas. Basicamente,
esse estudo demostrou que o TTO tem pouco impacto no desenvolvimento
de resisténcia a antibidticos e que a exposicdo ao seu principal
componente, o terpinen-4- ol, nao altera significativamente a
susceptibilidade antimicrobiana. Também estimula o vazamento de ions de
potassio celular e inibe a respiragdo em E. coli, evidenciando uma agao

letal relacionada ao dano da membrana citoplasmatica (COX et al.,1998).
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Cox et al. (2000) relataram atividade antimicrobiana para o TTO
contra trés microrganismos clinicamente significativos: E. coli, S. aureus e
C. albicans, o estudo indica que o TTO inibiu a respiracdo desses
microrganismos, tendo efeito bactericida. Existe a possibilidade de que o
TTO iniba diretamente uma enzima respiratéria especifica ou evento
metabdlico, ao que tudo indica por uma alteracdo na estrutura da
membrana celular.

Com base na literatura, pode-se concluir que o TTO pode ser
utilizado como um potente antimicrobiano natural de amplo espectro, frente
aos produtos quimicos sintéticos atualmente utilizados (PUVACA, et al.;
2019).

1.6 — Busca por Novos Farmacos e Terapias Combinadas

Ha grande diversidade de micromoléculas especializadas das
plantas com grande possibilidade de causar interagdes entre fitoterapicos e
farmacos. Estudos com fitoterapicos com atividade antimicrobiana
combinada a farmacos convencionais representam uma possivel estratégia
para tratamento de infec¢des possibilitando um aumento da eficacia do
agente antimicrobiano (BIAVATTI, 2009).

O surgimento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
disponiveis na clinica médica tem aumentado muito nas ultimas décadas,
concomitante com a redugdo no desenvolvimento de novos
antimicrobianos. Desta forma, a terapia combinada se tornou uma
alternativa promissora no combate a esses microrganismos tendo como
principais vantagens a menor chance de surgimento de mutagdes e uma
melhor eficacia e espectro de agcao (DRAGO, 2007; MITSUGI, 2008).

A interferéncia na agcdo de um farmaco, nutriente ou alimento na
acao de outro quando administrados concomitantemente, chama-se de
interacdo medicamentosa. Essa interagdo pode gerar interagcdes tanto
sinérgicas quanto antagbnicas na ac¢dao do farmaco em questédo
(AIYEGORO, 2011).
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Existem diversas formas de interacdo que sao classificadas
conforme o mecanismo de acdo, podendo ser interagdes fisico-quimicas
(quando dois ou mais farmacos interagem exclusivamente fisico-
quimicamente), interagdes farmacodinamicas (adigdo ou antagonismo ao
efeito do farmaco) e interacdo farmacocinética (modifica a absorgéo,
distribuicao, biotransformacao e eliminagéo de outro farmaco) (CORDEIRO
et al. 2005).

As interagdes medicamentosas, quando benéficas, podem tratar
doengas concomitantes, reduzir efeitos adversos no paciente, prolongar o
efeito da droga, impedir ou diminuir resisténcia bacteriana, aumentar a
adesdo ao tratamento, melhorar a eficacia ou diminuicdo da dose
(CORDEIRO, 2005).

Em se tratando de interacdo com antimicrobianos, as trés
estratégias mais comuns de terapia de combinagdo s&o utilizadas séo a
combinagao entre farmacos para inibir diferentes mecanismos da célula
bacteriana, inibicao de diferentes alvos da mesma via do metabolismo e a
inibicdo do mesmo alvo de diferentes maneiras. Essa combinagao entre
farmacos e fitoterapicos, quando sinérgica, aumenta os efeitos do extrato
de plantas em comparagdo com compostos isolados (WOLSKA, 2012).
Diversos estudos ja demostraram essa capacidade de plantas interagir
sinergicamente com antibiéticos e compostos sem atividade antimicrobiana
intrinseca sendo capazes de em alguns casos até sensibilizar patégenos
que eram resistentes a um determinado antibidtico (AIYEGORO, 2011).

Essa tatica de buscar substancias com potencial antimicrobiano
em plantas e avaliar a capacidade das mesmas possuir algum tipo de
sinergismo entre os antimicrobianos utilizados na clinica e seus compostos
tém se mostrado muito promissora, como podemos observar em diversos
trabalhos (HEMAISWARYA et al., 2008; WAGNER & ULRICH-
MERZENICH, 2009).

O alcaloide chamado reserpina foi isolado da planta Rauwolfoia
serpentina e demostrou potencializou o efeito do ciprofloxacino, tetraciclina

e norfloxacino contra cepas multirresistentes (MDR) com mecanismo de
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resisténcia através da bomba de efluxo demonstrando efeito sinérgico
(GIBBONS & UDO, 2000)

O extrato de Camellia sinersis atuou sinergicamente a meticilina
contra cepas MRSA devido ao fato de o extrato inibir a liberagdo das
betalactamases e a sintese de PBP2 (YAM et al.; 1998). Em trabalho
realizado por Hammer et al., (2012), visando observar o desenvolvimento
ou nao de resisténcia a antibiéticos no uso combinado do 6leo essencial de
melaleuca com a canamicina. A pesquisa foi realizada utilizando TTO
subinibitorio em cepas de S. aureus e E. coli. A regularidade de cepas
resistentes a antibiodticos foi determinada pela inoculagao de bactérias com
ou sem o TTO subinibitério em agar contendo duas a 8 vezes o MIC de
cada antibidtico (com e sem o TTO). Apesar de a frequéncia de resisténcia
encontrada ser relativamente pequena, a combinacdo de canamicina e
TTO reduziu em 10 vezes o indice de resisténcia em E. coli quando
comparado a canamicina usada isoladamente.

A literatura mostra que alguns dleos essenciais possuem potencial
antimicrobiano e sua associagdo com antimicrobianos de uso comum na
clinica médica e veterinaria, pode resultar em interagbes sinérgicas ou
antagbnicas com o mesmo. Devido a isso, o objetivo deste trabalho é
avaliar a capacidade antimicrobiana do Oleo essencial de Melaleuca
alternifélia (TTO), assim como seu efeito sinérgico/antagbnico ao
antimicrobiano ciprofloxacino em cepas de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.
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2- OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de 6leo essencial Melaleuca
alterniflia (tea tree) frente a distintas cepas gram positivas e gram
negativas: quatro diferentes cepas Staphylococcus aureus e quatro de
Escherichia coli e investigar seu potencial de provocar interagao
medicamentosa com o antibidético da classe das quinolonas, o

ciprofloxacino.

2.1- Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Melaleuca
contra as cepas testadas pela técnica de disco-difusao.

- Determinar a concentragdo inibitéria e bactericida minima (MIC e CBM
respectivamente) das substancias isoladas pela técnica de microdiluigao
seriada em caldo.

-Investigar presenga de sinergismo em diversas concentragdes através da
associacao 6leo com antibacteriano pela técnica Checkerboard.

-Avaliar a interacdo entre do o6leo e o antimicrobiano através da

determinagao do indice de Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF).
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3- MATERIAL E METODOS

CBM

Sensivel ‘

CiMm —"“ Checkerboard

Padronizacéo : o l
Ao biceile —* Disco - Difuséo

FIC/FIC

—*  Encema
Resistente

3.1 — Ensaios Antimicrobianos

3.1.1-Culturas e Microrganismos.

As cepas microbianas que serdo utilizadas nos testes sao
provenientes do laboratério de microbiologia da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS). As cepas padroes utilizadas nos ensaios
antimicrobianos foram de das bactérias Escherichia coli NP 0022,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli LB 25922, Staphylococcus
aureus Np 0023, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus B24, Staphylococcus aureus Np 0038 e uma cepa de Escherichia

coli (isolado clinico).

3.1.2-Obtenc¢do do TTO e Densidade Relativa a 20 °C.

O oleo essencial de Melaleuca (tea tree) utilizado no trabalho foi
obtido comercialmente da marca Laszlo. A composicdo do TTO é

regulamentada pela norma internacional ISO-4730, que estabelece os
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limites maximos e minimos para 15 componentes do 6leo. Os principais
componentes que o TTO deve possuir sao Terpinen-4-ol (>30%), o-
terpineno, y-terpineno, a-pineno, [B-pineno, a-terpineol, p- cimeno entre
outros.

O calculo da densidade relativa do TTO foi feita pelas pesagens de
imL e 10 mL do TTO e divisdo pelo volume pesado (Densidade =
massa/volume). O teste foi feito em ftriplicata para cada volume e o
resultado se deu pela média simples dos resultados. Conforme metodologia
da ISO 279:1998, a densidade foi medida a 20°C.

3.1.3- Padronizagao do Inéculo

As culturas microbianas estavam previamente estocadas em caldo
BHI glicerinado em ultrafreezer a -85°C. Para reativacdo as culturas
passaram por uma etapa de enriquecimento em BHI e depois foram
transferidas para caldo Mueller Hinton (CMH) a 36°C/24h. Essa suspenséao

foi realizada até chegar uma turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de

McFarland, o que corresponde a 1,5 x 10 8 UFC/mL. Para uma maior
confiabilidade, a suspensdo de microrganismos foi quantificada em
espectrofotbmetro pela sua densidade Optica em uma leitura no

comprimento de onda de 625nm, onde o valor deve estar entre 0,08 e 0,1

para corresponder a aproximadamente 1,5 x 10 8 ou 0,5 na escala
McFarland.

Para essa padronizagdo se deve utilizar o caldo BHI (Brain Heart
Infusion) como padrao (branco) no espectrofotometro e a corregéo da
densidade microbiana deve ser realizada com solugao fisiolégica (NaCl
0,9%).
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3.1.4- Determinacao da Susceptibilidade a Antimicrobianos
(disco-difuséo)

Para sua execucgao do teste de sensibilidade a antimicrobianos, agar
Mueller-Hinton foi vertido em placas de petri estéreis para obter uma
camada de meio de cultura de aproximadamente quatro milimetros.
Posteriormente, o inoculo (padronizado a 0,5 na escala de McFarland) foi
semeado em toda extensao da placa com auxilio de um swab estéril em no
maximo de 30 minutos.

Para a realizacdo do teste foram utilizados discos brancos estéreis
(obtidos comercialmente) com 6 mm de didmetro. Os discos brancos
estéreis contendo 10 yL do TTO, assim como os discos de controle positivo
e negativo foram alocados no meio de cultura utilizando uma pinga estéril,
respeitando distancia apropriada.

As placas contendo os testes foram incubadas em estufa
bacteriolégica a temperatura de 36 °C, por 16 — 24 horas. Todos os
testes foram realizados em triplicata para garantir a confiabilidade.

A leitura foi realizada com ajuda de um paquimetro digital da marca
Vonder e o resultado da medi¢do (em milimetros) indicava se a cepa
bacteriana é sensivel (halo de inibicdo maior que 8mm), intermediario (6 —
8 mm) ou resistente (< 6mm) ao 6leo essencial.

Para controle positivo foi utilizado discos comerciais de
CIPROFLOXACINO (CIP5), o controle negativo foi realizado com discos
brancos estéreis contendo 10 yL de agua destilada estéril.

Os microrganismos considerados sensiveis ao 6leo (halo maior que 8 mm)
no teste indicou o potencial antimicrobiano do dleo essencial e o qualificava

a realizacao dos ensaios de concentragao inibitdria e bactericida minima.
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3.2- Determinagcdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentragao Bactericida Minima (CBM)
3.2.1- Concentragao Inibitéria Minima (CIM).

A determinacao da CIM foi pelo método de microdiluigdo em placa de
96 pogos preconizado pelo Clinical Laboratoy Standards Institute com
algumas modificagdes (CLSI, 2020).

Para a realizagao da técnica foram preparados os indculos a partir
das culturas do crescimento de 24h. Uma algada de cepas foi suspensa em
solugédo salina a 0,9% (NaCl 0,9%) e o crescimento acompanhado até

alcangar a turvacdo da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
Posteriormente, foram preparadas solugdes em microtubos (eppendorfs®)

para volume de 1,5 mL de solugédo contendo 10% do in6culo bacteriano de

1,5 x 10 8 UFC/mL e o restante do volume foi completado com meio de
cultura BHI (1350 pL). Subsequentemente, diluicbes seriadas foram
realizadas a partir de 100uL da solucéo estoque do TTO e do CIP, o qual
foi dispensado na primeira linha (A) até a ultima linha (H). Nesta placa sera
feita a microdiluicdo seriada das amostras de 1:1 até o penultimo poco,
sendo ultimo poco utilizado para o controle do crescimento microbiano.
Esse teste foi realizado utilizando o éleo essencial de melaleuca (TTO) e o
antibidtico ciprofloxacino (CIP).

Apos preparo das placas, as mesmas foram medidas em um
espectrofotbmetro de microplacas a 595nm e as absorbancias foram
anotadas. Em seguida as placas foram incubadas em estufa de
crescimento microbiano por 24 horas a 37 °C. A leitura se da através
da turbidez gerada pelo crescimento bacteriano visivel e através da
leitura em espectrofotdbmetro em 595nm. A CIM foi representada pela
concentracdo de TTO/CIP utilizada que inibiu o crescimento visivel da
bactéria (sem turvacédo) e a diferenga de absorbéncia da primeira para a
segunda leitura no espectrofotbmetro indica o crescimento. Para uma

comprovacdao da CIM foi utilizado 20 pL da solugcdo reveladora de
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resazurina (azul) como indicador de crescimento. Quando a resazurina
ndao € reduzida a resorufina (rosa) fica constatado o efeito inibitorio e
quando o corante sofre modificagao para a cor rosa, indica uma reacao da
oxido-reducao evidenciando a viabilidade celular. A leitura foi feita até 2h
em temperatura ambiente. A mudanga de coloracdo do azul para rosa é
evidenciada como crescimento bacteriano (SALVAT et al.,, 2001; WEYNE
et al., 2014). Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e a
CIM foi obtido através de uma média geométrica.  Os resultados do CIM
foram compilados e anotados em porcentagem (%) e concentragéo

(ug/mL) de TTO/CIP para cada cepa.

3.2.2- Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A Concentragdo Bactericida Minima foi determinada a partir dos
pocos onde nao foi observado crescimento. Aliquotas com 10uL foram
semeadas (triplicata) em placas &gar Mueller-Hinton (AMH) com
aproximadamente 4 milimetros de altura com auxilio de uma alca de
drigalsky. Seguido de incubagdo a 35+ 2°C/24h. Apds incubagdo foram
enumeradas as unidades formadoras de coldénias. A CBM é definida como a
menor concentragdo dos Oleos essenciais e antimicrobianos capazes de

inviabilizar 99,99% da populagdo microbiana inicial.

3.3- Checkerboard

A avaliagao do potencial sinérgico foi realizada com o 6leo essencial
de melaleuca e o antimicrobiano ciprofloxacino em que as combinacdes
apresentarem valores de CIM inferiores a 10000 pg/mL (10 mg/mL) para o
TTO e 1000 pg/mL (1 mg/mL) para o CIP frente aos microrganismos
testados. Amostras com CIM acima, ndo apresentam interesse para uso
clinico.

Com base nos valores obtidos da CIM, foram preparadas solucdes

dos agentes antimicrobianos em concentragbes sub inibitdrias as quais
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variaram de 1/2 a 1/256 da CIM e de 2 a 1/4096 da CIM para o
antimicrobiano de uso clinico. De cada uma das diluicbes desses agentes
antimicrobianos foram depositados 50 pL na microplaca. O agente
antimicrobiano na orientagdo vertical (1 a 12) e o antimicrobiano na

orientagao horizontal (A a H) (Figura . Em seguida, 100 yL da suspenséao

bacteriana padronizada em 1,5 x 108 UFC/mL foi dispensada em todos os
pocos da microplaca (LORIAN, 2005).

Diluicdo CIP

D440 mn =g ==0¢

Figura 02- Desenho esquematico das diluigdes do checkerboard

3.4- Concentragdo Inibitéria Fracionada (CIF) / indice de

Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF)

Os critérios de interpretacdo para a associacdo entre o0s
antimicrobianos e os 6leos essenciais serdao obtidos a partir do calculo do
indice da Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF) que pode ser alcangado
de acordo com as equacodes (Eq1a-Eq1b) ou (Eq2).
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_ CIM |associagao |

CIF= Eqi ICIF=CIF|TTO+CIF | CIP| (Eq1b
CIM |isolado | $EaE) b (Eats)

|CIM — TTOnaassociagaoaaCIP | ’ [CIM — CIPnaassociagaoaoTTO |
([CIM —TTO) g | CIM — CIP |

ICIF= (Eq2)

A partir dos valores obtidos no ICIF, foi avaliada a classificacao
seguindo a classificagdo descrita por Kumar et al., (2012), na Tabela 01.
Os valores de CIF < 0,5 sdo interpretados como sinergismo total, CIF> 0,5
até < 1 como indiferentes. O efeito foi antagbnico quando >2 (LEE et al.,
2017).

Interagao IFIC
Sinergismo CIF<0,5
Aditivo 0,5=<CIF=<1
Indiferente 1<CIF=2
Antagonismo CIF>2

Tabela 01- Valores de IFIC correspondentes a diferentes interagdes.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1- Analise Quimica e Densidade Relativa do TTO a 20 °C.

Considerando que os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de
varios compostos organicos, o estudo fotoquimico é de extrema importancia
para elucidar qual/is as substancias sao responsaveis pelos efeitos e
determinar o desenvolvimento de novos constituintes ativos para farmacos.

A analise cromatografica do TTO, foi efetuada pelo fabricante. Os
compostos majoritarios encontrados foram: Terpinen-4-ol (41,07%), v-
Terpineno (26,61%) e a- Terpinene (11,72%), conforme consta na Tabela 02.
Os resultados cromatograficos corroboram com a literatura e com a
International Standard Organization (ISO 4730:2017) que regula as faixas de
concentracdo dos principais terpenos TTO e alcoois e éteres relacionados.

Os 3 compostos principais quase somam 80% do total do dleo, néo
diferindo muito de Zhang et al., (2018) aonde eles somam 70% sendo:
Terpinen-4-ol (31,1%), y-Terpineno (25,3%) e a-Terpinene (12,7%) ou por
Brophy et al. (1989) que pesquisou 800 amostras chegando a uma média de:

Terpinen-4-ol (40,1%), y-terpineno (23.0%), a-Terpinene (10.4%).

Tabela 02- Analise cromatografica e composi¢do quimica do TTO.

OLEO ESSENCIAL DE TEA TREE
Nome comercial: Tea Tree GT BRasil

Nomenclatura botanica: Melaleuca altemifolia

Extragao: Destilac@o a vapor das folhas
Parte da planta: Folhas
Origem: Brasil

Composigao Quimica

A densidade relativa
encontrada apds a realizacéo

das pesagens de 1 e 10 mL do

oo I S—— - TTO e a divisdo pelo volume
1 6,748 a-Pineno 372

3 9,392 a-Felandreno 0,38

4 9,774 a-Terpineno 1,72 imol valor ti foi
i oespees. e o simples dos valores obtidos fo
6 10,272 Acetato de terpinila 0,50

3 AR Bk Py 0,8989 0,90. Tal resultado
8 11,477 vy-Terpineno 26,61 2 P _
I I o o estd dentro da faixa (0,885
10 16,842 Terpinen-4-ol 41,07 A : :
e it — 0,906), ja descrita na literatura
12 26,626 a-Gurjuneno 0,80

13 27,112 Cariofileno 0,68 (GRIFFIN et al" 1999)

14 27,893 Aromadendreno 2,51

L 28,761 Aloaromadendreno 0,79

16 29,336 Cadineno 0,64

17 30,072 Varidifloreno 0,90

18 31,216 B-Cadineno 0.79
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4.2- Disco-Difusao (Kirb-Bauer)

Entre os métodos para determinagdo do grau de sensibilidade a um
antimicrobiano o teste de disco-difusdo, € muito utilizado, possibilitando a
avaliagao dos microrganismos frente aos produtos farmacéuticos e fornece
evidéncias de resisténcia devido a degradagao de agentes antimicrobianos
por microrganismos (KATZUNG, 2022).

ApOs ser realizada uma padronizacao a 0,5 na escala de McFarland,
garantindo que todos os inéculos tenham uma quantidade semelhante de

microrganismos (1,5 x 108 UFC/mL), foi realizado o teste de difusdo em
placa que apesar de ndao dar um resultado quantitativo mostrou o potencial
antimicrobiano do TTO. Apesar de ser um teste qualitativo, os halos de
inibicdo foram medidos e anotados.

Todas as cepas de Staphylococcus aureus tiveram média do halo de
inibicdo superior a 8 mm os qualificando como sensiveis ao TTO. As
médias encontradas nas triplicatas foram: Staphylococcus aureus NP0O038
(13,5 mm), Staphylococcus aureus LB25923 (15,3 mm), Staphylococcus
aureus B4 (10,6 mm) e Staphylococcus aureus NP0023 (11,8 mm).

As médias obtidas para E. coli foram: Escherichia coli NP0022 (8,8
mm), Escherichia coli ATTC25922 (12,8 mm), Escherichia coli LB25922 (7,8
mm) e Escherichia coli ISOLADO CLINICO (13,7 mm). As médias com o

desvio padrao estdo no Quadro 01.

CEPA Média+ Desvio Padrio CEPA Média+ Desvio
(mm) Padrao (mm)
S. aureus NP0038 13,5+1,29 E. coli NP0022 8,8+0,99
S. aureus LB25923 15,3+1,21 E. coli ATCC25922 12,8+2,63
S. aureus B4 10,6+2,81 E. coli LB25922 7,8+ 0,56
S. aureus NP0023 11,8+0,55 E. coli IC 13,7+£2,30

QUADRO 01- Resultado dos halos de inibigao do teste de disco-difusdo do TTO e seu desvio padrao.
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Apesar de encontrarmos
halos de inibicdo menores que
em S. aureus, a grande maioria
das placas de disco-difusdo de
Escherichia coli também
obtiveram halos superiores a 8
mm sendo consideradas
sensiveis e as qualificado para a

proxima etapa (Figura 03).

e /

Figura 03- Teste de Disco difusao
(Sensibilidade) de S.aureus para TTO, OE de
Citronela, Amoxicilina e Ciprofloxacino.

A técnica de disco-difusao também foi realizada para o ciprofloxacino
para além de termos um controle positivo, compararmos, mesmo que semi-
quantitativamente os halos e a possibilidade de estarmos trabalhando com
alguma cepa resisténcia ao ciprofloxacino. As médias encontradas foram
significativamente superioras ao TTO: Staphylococcus aureus NP0038
(30,4 mm), Staphylococcus aureus LB25923 (37,5 mm), Staphylococcus
aureus B4 (37,1 mm) e Staphylococcus aureus NP0023 (34,5 mm).

As médias obtidas para E. coli foram: Escherichia coli NP0022 (29,8
mm), Escherichia coli ATTC25922 (29,3 mm), Escherichia coli LB25922
(23,7 mm) e Escherichia coli ISOLADO CLINICO (19,5 mm). As médias

com o desvio padrao estdo no Quadro 02.
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CEPA Média+ Desvio CEPA Média+ Desvio

Padrao (mm) Padrao (mm)
S. aureus NP0038 30,4+1,70 E. coli NP0022 29,8+2,02
S. aureus LB25923 37,5+4,68 E. coli ATCC25922 29,3+2,75
S. aureus B4 37,1+8,31 E. coli LB25922 23,7+2,34
S. aureus NP0023 34,5+0,75 E. coli IC 19,5+1,08

QUADRO 02-Halos de inibicdo do teste de disco-difusédo do CIP5 e seu desvio padrdo

Esses resultados mostraram que, pelo menos, um dos testes
apresentou perfil de sensibilidade para as cepas testadas frente ao TTO.
Essa diferenca pode ser dada devido a caracteristicas fisico-quimicas do
meio de cultura, o potencial de dispersao do 6leo no meio e a diferenca de
velocidade de crescimento das cepas testadas. O fato de o TTO agir contra
cepas Gram-positivas e Gram-negativas corrobora com diversos trabalhos
que tratam o TTO como um grande agente antimicrobiano de amplo

espectro, como sera mostrado na sequencia.

4.3- Determinacg&o da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Um método utilizado para determinar a concentracdo minima de
antimicrobianos é o teste de microdiluicdo em pog¢os ou microdiluicdo em
caldo (Figura 04). A concentragc&do inibitéria minima (CIM) € a menor
concentragdo do agente antimicrobiano capaz de parar o crescimento do
microrganismo testado, ou seja, a concentracdo bacteriostatica
(SANTURIO et al., 2011).

O S. aureus € um patdogeno cosmopolita, presente tanto em
ambientes hospitalares quanto n&o hospitalares. Esse microrganismo
desenvolveu diversas estratégias para resistir a acdo de boa parte dos
antimicrobianos comerciais (CHUNG et al., 2011). Aproximadamente, 90-
95% de Staphylococcus aureus em todo mundo séo resistentes a penicilina
e na maioria dos paises asiaticos a resisténcia a meticilina chega a 70%, a

MRSA e o S. aureus resistente a meticilina tem deixado a exclusividade do
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ambiente hospitalar para também ser transmitida comunitariamente. Esse
progresso na resisténcia aos antibidticos levou a busca de métodos
confiaveis para deter essa espécie bacteriana (HEMAISWARYA et al.,
2008). O MIC do TTO encontrado para as cepas gram-positivas ficou entre
0,10% e 0,50% nas quatro diferentes cepas de S. aureus sendo:
Staphylococcus aureus NPO0038 (0,17%), Staphylococcus aureus
LB25923 (0,50%), Staphylococcus aureus B4 (0,10%) e Staphylococcus
aureus NP0023 (0,21%).
Para as cepas

gram- negativas o

N/ g_,.'fﬁ \
MIC do TTO ficou | S8 N n /N
A\ \ ' N Y
entre 0,25% e 0,50% N . . oiw »(n .
. "\ \ ' \(
nas quatro diferentes J ) PN\ N\
cepas de E. coli, 2‘ X X A (
onde as meédias | g ) Y X)X
vy 7\ e S S N
obtidas na triplicata \ \ Y )
w " A I\ I\
foram: N N\ VY Vil Vi
e : N N N
Escherichia coli | \: ’\\ I\‘” S
NP0022 (0,50%), | A o/ \ VA AW L A\
Escherichia coli
ATTC25922 (0,25%), N\ . Y ¥ Y
. ) A /’\)\)\ i\ /\/\J\
Escherichia coli N7 : \
i\ A J
LB25922 (0,25%) e ) ) o A )\ A NN
Escherichia coli r{ e ) N ) p ) \ " S\ J S
ISOLADO CLiNIcO W4 »__1\ J\Jx J\ @
Vale
(0,29%), )J A )\ AJ&

demonstrando que o

TTO, mesmo diluido

A

YN O X

a essas

concentracbes, tem

efeito inibitério para

Figura 04- Ensaio de CIM em microplacas de 96 pogos.

as respectivas
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cepas .

As médias assim como a concentracido sdo encontradas no Quadro 03.

CEPA CIM  CIM(ug/ CEPA CIM CIM
mL)
(%) (%) (ug/mL)
S. aureus NP0038 0,17 1500 E. coliNP0022 0,50 4500
S. aureus LB25923 0,50 4500 E. coli ATCC25922 0,25 2250
S. aureus B4 0,10 937 E. coli LB25922 0,25 2250
S. aureus NP0023 0,21 1872 E. coliIC 0,29 2620

QUADRO 03- Média do CIM do TTO e a sua concentragao.

Grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ja
foram testadas quanto a sua susceptibilidade ao TTO, sendo que a grande
maioria foi considerada susceptivel em concentragdes iguais e inferiores a
1% de TTO, corroborando com os resultados obtidos no MIC do atual
trabalho (CARSON et al., 1995a; HAMMER et al., 1996; ELSOM et al.,
1999; NIMBARTE & KULKARNI, 2013). As bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas podem diferir quanto a sensibilidade as substancias ativas
devido as suas diferencas na estrutura da célula associada a parede celular
ou camadas de contorno celular (MICELI et al.,, 2011). A extracao de
substancias com capacidade antimicrobiana de amplo espectro bacteriano,
como foi observado no TTO, & de grande interesse pois o fenébmeno de
multi- resisténcia tem se espalhado tanto em bactérias Gram-positivas
quanto em Gram-negativas (KUMAR et al., 2012).

Ja esta pacificado que o Terpinen-4-ol € o principal componente
ativo do TTO para atividade antimicrobiana (HAMMER et al., 2003). Em
trabalho comparando a acdo antimicrobiana através do MIC do TTO e do
Terpinen-4-ol isolado para diversas cepas de bactérias tanto Gram-
positivas quanto negativas chegou a um resultado bem semelhante de
concentragdo para inibir o crescimento dos microrganismos (HAMMER et
al., 2012).

O fato de o lote utilizado para desenvolvimento da presente pesquisa

possuir valores superiores a 40% do Terpinen-4-ol sdo um bom indicio da
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sua atividade antimicrobiana, mas é muito dificil atribuir uma atividade
biolégica a um unico composto dentro de uma mistura tdo complexa.
Podemos considerar que a grande efetividade antimicrobiana se da pela
interac&o sinérgica de diversos compostos presentes no TTO, mesmo os
vestigiais (BRUN et al., 2019). O 1,8-Cineol, por exemplo, mesmo em
quantidades tragos torna a membrana dos microrganismos mais permeavel,
facilitando a penetracdo dos outros componentes direcionados a cadeia
respiratdria, sintese de producdo de estruturas adesivas e expressao de
genes envolvidos na formacé&o de biofilme (GUSTAFSON et al., 1998).

O MIC do CIP encontrado para as cepas gram-positivas ficou entre
0,001% e 0,012% nas quatro diferentes cepas de S. aureus sendo:
Staphylococcus aureus NP0038 (0,001%), Staphylococcus aureus LB25923
(0,003%), Staphylococcus aureus B4 (0,009%) e Staphylococcus aureus
NP0023 (0,012%).

Para as cepas gram-negativas o MIC do CIP também ficou entre
0,001% e 0,012% nas quatro diferentes cepas de E. coli, onde as médias
obtidas na triplicata foram: Escherichia coli NP0022 (0,003%), Escherichia
coli ATTC25922 (0,001%), Escherichia coli LB25922 (0,002%) e
Escherichia coli ISOLADO CLINICO (0,012%). As médias assim como a

concentracao correspondente sdo encontrados no Quadro 04.

CEPA CIm CIM  CEPA CIM (%) CIM
(%) (ug/mL) (ug/mL)

S. aureus NP0038 0,001 10 E. coliNP0022 0,003 30

S. aureus LB25923 0,003 30 E. coli ATCC25922 0,001 10

S. aureus B4 0,009 90 E. coliLB25922 0,002 20

S. aureus NP0023 0,012 120  E.coliIC 0,012 120

Quadro 04- CIM do CIPROFLOXACINO em percentagem e concentragao.

4.4- Concentragéo Bactericida Minima (CBM)

Para a verificacdo do CBM, foram realizadas culturas em placas de
petri contendo agar Muller-Hinton com material coletado os dois ou trés os
pocos da microplaca onde houve a inibigdo do crescimento (dependendo

do MIC). A placa foi incubada e o CBM é considerado a menor
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concentracdo que inibiu o crescimento de 99% das col6nias apds nova
incubacao.

Segundo Carson et al. (2006) o TTO mesmo em concentragdes
pequenas tem o poder de atuar de forma bacteriostatica, mas em grandes
concentracdes € bactericida. Experimentos in vitro relatam que o TTO atua
como agente bactericida na maioria das bactérias de relevancia clinica em
concentragdes entre 1-1,5% (v/v) (BANES-MARSHALL, 2001). As placas
para verificagao do MIC, de onde foram coletadas as amostras para realizar
o MBC iniciaram com uma concentragdo de 1%. Como resultado do CBM,
as placas de S. aureus quanto as de E. coli houve, mesmo que pequeno,
crescimento de UFC indicando que o TTO em baixas concentragdes possui
propriedades bacteriostaticas ou o seu potencial bactericida é dose
dependente.

Em contraponto, o MBC para o CIP foi igual ao MIC para todos as
cepas corroborando com a literatura que fala da sua atividade

essencialmente bactericida.

4 5- Ensaios de Checkerboard

Existe um interesse clinico na utilizacdo de produtos naturais e
agentes antimicrobianos para melhorar o espectro da atividade de um
medicamento (KUMAR et al.,, 2012). Ademais, o uso combinado de
farmacos é aconselhado para evitar ou diminuir o desenvolvimento de
resisténcia e melhorar a eficacia no tratamento de infeccbes, pois os
fitoquimicos podem inibir ou matar bactérias mesmo em baixas
concentragbes minimizando os efeitos potencialmente toxicos (JU et al.,
2022). Mas para efetuar adequadamente essa combinagdo, é preciso
ter um conhecimento profundo das interagbes entre esses
antimicrobianos (JACKSON et al., 2009).

Hammer et al., (2012), pesquisaram o desenvolvimento de
resisténcia da associagao do TTO e do Terpinen-4-ol subinibitérios com

diversos antibidticos, dentre eles o ciprofloxacino, em S. aureus e S.
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epidermidis demonstrando que ambos tém muito pouco impacto no
desenvolvimento de resisténcia e suscetibilidade antimicrobiana. As duas
teorias quanto ao nido desenvolvimento de resisténcia pelo TTO sao que o
oleo tem diminuindo a taxa geral de mutagdes (impedindo as mutagdes) ou
diminuindo o indice de sobrevivéncia da pequena proporcdo de mutantes
resistentes (sem alterar taxa de mutagcdo) (HAMMER et al., 2012).

Existem diversos exemplos na literatura de um segundo agente
antimicrobiano ou medicamento nao antibiético prevenindo ou postergando
o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos (KALAN & WRIGH,
2011). Por outro lado, existe uma teoria que a exposicdo aumentada e
cronica de bactérias a concentracdes subletais a biocidas, desinfetantes e
antissépticos de uso doméstico pode levar a tolerancia, que em teoria
também poderia levar a tolerancia aos antibiéticos (FUANGTHONG et al.,
2011).

A partir dos resultados obtidos na técnica de microdiluicao seriada, o
efeito sinérgico entre o TTO e o CIP foram avaliados pelo ensaio de
checkerboard (Figura 5). O mesmo visou avaliar a interagdo de dois ou
mais compostos através de um cruzamento de todas as concentragdes
possiveis de cada composto e indicando pela inibicdo de crescimento
(assim como no MIC), qual a menor concentragao (ou concentragdes) de
cada composto testado ira inibir o crescimento do microrganismo testado.
Nesse ensaio, o resultado € dado como sinérgico, aditivo, indiferente ou
antagbnico. O efeito é considerado sinérgico quando a atividade dos
compostos combinados é significativamente maior que quando testados
individualmente (MITCHELL et al., 2012).
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FIGURA 5- Placa com resultado do Ensaio de checkerboard entre CIP e TTO

E um teste quantitativo que aponta qual seria a melhor proporcéo de
cada composto para que iniba o crescimento do microrganismo. Para
padronizar o teste, pegamos o maior MIC encontrado para todas as cepas
testada e utilizamos o seu sub-MIC (uma diluicdo a mais que a menor
concentracéo inibitéria): 0,25% (2250 pg/mL) para o TTO e 0,005% (50
pg/mL) para o ciprofloxacino. O sub-MIC é usado por ser um valor
insuficiente para isoladamente ter efeito inibitorio. O intuito desse teste &
diminuir a quantidade de antibiético de uso clinico quando comparado a
seu uso isolado

Os valores foram apresentados na forma de média simples dos
resultados conseguidos na triplicata. No Quadro 05, estdo os resultados
dos testes de sinergia apresentados em porcentagem e concentragdao de
cada composto para ter o efeito inibitorio.
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CEPA TTO % TTO[] CIP% CIP[]
(Mg/mL) (Mg/

Staphylococcus aureus NP0O038 0,03 270 0,0003 3
Staphylococcus aureus LB25923 0,125 1125 0,0003 3
Staphylococcus aureus B4 0,03 270 0,0002 2
Staphylococcus aureus NP0023 0,06 540 0,0004 4
Escherichia coli NP0022 0,06 540 0,00015 1
Escherichia coli ATCC25922 0,03 270 0,0003 3
Escherichia coli LB25922 0,03 270 0,0003 3
Escherichia coli IC 0,125 1125 0,0003 3

Quadro 05- Checkerboard: Melhor associagéo possivel entre o CIP e 0 TTO para

inibir o crescimento bacteriano- Em porcentagem (%) e Concentragéo ([ ] - hg/mL).

Quando testado individualmente em cepas de S. aureus o TTO
precisou de uma concentragao entre 0,1-0,5% e o ciprofloxacino entre 0,01-
0,12%. Quando associados, o TTO ficou entre 0,03-0,125% e o CIP entre
0,0002-0,0004%.

Ao testar em cepas de E. coli, individualmente o TTO precisou de
uma concentragao entre 0,25-0,5% e o ciprofloxacino entre 0,01-0,12%.
Quando associados, o TTO ficou entre 0,03-0,125% e o CIP entre 0,00015-
0,0003%. Uma queda significativa em todos os testes, principalmente na
dosagem do ciprofloxacino.

Analisando os resultados notamos que quando associados a
concentracao do ciprofloxacino para inibir o crescimento das cepas foi entre
3,3 e 40 vezes menor e do TTO foi entre 2,3 e 8,3 vezes menor. Olhando
os resultados isoladamente, nota-se que existe uma interagc&o positiva entre
os compostos quando associados, porém, para nos certificarmos que esse
efeito é sinérgico, aditivo ou até indiferente, precisamos aplicar o indice de

concentragao inibitéria (ICIF).
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4.6- Concentracéo Inibitéria Fracionada (CIF)/ indice de Concentragéo
Inibitéria Fracionada (ICIF)

Em uma perspectiva farmacoldgica, as substancias isoladas com
acdo em apenas um alvo molecular, geralmente, possuem uma agao
menos eficiente no tratamento de uma infecgdo quando em comparacéao a
terapia combinada que atua em mais de um alvo simultaneamente,
potencializando seu efeito terapéutico (BIAVATTI, 2009).

O critério utilizado no presente trabalho foi adaptado de Kumar et al.
(2012) e Lee et al. (2017) onde os valores do ICIF < 0,5 s&o interpretados
como sinergismo total, ICIF> 0,5 até < 1 como indiferentes. O efeito é
considerado antagdnico quando >2.

Apos calcular isoladamente o CIF do TTO e o CIF do ciprofloxacino,
foi realizado o calculo o ICIF. Os resultados apresentados reportam que
houve efeito sinérgico (IFIC < 0,5) entre o TTO e o ciprofloxacino em todas
as cepas de S. aureus e E. coli testadas, como demostrado no Quadro 06.

Isoladamente, os calculos demostram que quando unidos os
compostos precisam de no maximo metade da concentracdo para ter o
mesmo efeito de quando isolados. Como no caso de S. aureus NP0038 que
para surtir o mesmo efeito inibitério precisou de apenas 18% da
concentragdo do TTO (quando isolado) e 30% da concentragédo do
Ciprofloxacino (quando isolado), utilizando o total de 48% da concentragao
necessaria se usados isoladamente. Da mesma forma, na E. coli NP0022
foi necessaria 12% da concentracdo de TTO e apenas 5% do

ciprofloxacino. Apenas 17% da concentragao total.
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Microrganismo CIF (TTO)

Staphylococcus aureus NP0O038 0,18
Staphylococcus aureus LB25923 0,25

Staphylococcus aureus B4 0,28
Staphylococcus aureus NP0023 0,28
Escherichia coli NP0022 0,12
Escherichia coli ATCC25922 0,12
Escherichia coli LB25922 0,12
Escherichia coli IC 0,42

Quadro 06- CIF/ICIF

CIF
(CIP)

0,30
0,10
0,02
0,03
0,05
0,30
0,15
0,02

ICIF

0,48
0,35
0,30
0,31
0,17
0,42
0,27
0,44

Resultado

Sinergia
Sinergia
Sinergia
Sinergia
Sinergia
Sinergia
Sinergia
Sinergia

Em uma perspetiva farmacoldgica, as substancias isoladas com

acao em apenas um alvo molecular, geralmente, possuem uma agao

menos eficiente no tratamento de uma infecgdo quando em comparacéao a

terapia combinada que atua em mais de um alvo simultaneamente,

potencializando seu efeito terapéutico (BIAVATTI, 2009).
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5- CONCLUSAO

A técnica de Kirb-Bauer foi utilizada para verificar a sensibilidade ou
resisténcia do TTO e do ciprofloxacino para as cepas de E. colie S. aureus e
as mesmas se mostraram sensiveis tanto ao TTO, quanto ao CIP.

O teste de concentragdo inibitéria minima demostrou que o TTO
possui um grande potencial antibacteriano e em amplo espectro de acgao.
Sua atividade em baixas concentracbes tém acio bacteriostatica, mas
podendo ser bactericida em concentragdes suficientes. As concentracoes
inibitérias minimas do TTO tanto para a E. coli quanto para o S. aureus
variaram entre 940- 4500 pg/mL.

O ensaio de Checkerboard, ou de interacdes demonstrou efeito
sinérgico em todas as combinagdes avaliadas para todas as cepas testadas.
Os resultados obti- dos nesse estudo reforcam a ideia de que a atividade
bioldégica do TTO é devido aos efeitos combinados e/ou sinérgicos de uma
mistura complexa dos seus fitoquimicos. Esses resultados apesar de
promissores, favorecem pesquisas posteriores com objetivos de isolar os
compostos, elucidar mecanismos de acdo, utilizar novas técnicas de
combinacdo, tempo de acdo da combinacdo e ensaios in Vivo,

complementares sao necessarios.

Tais resultados deixam muito evidente que a utilizacdo do TTO,
obtido da Melaleuca alternifolia atividade antimicrobiana & capaz de inibir in
vitro o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo
uma fonte para futuras investigagées na descoberta de medicamentos com
atividade antimicrobiana. E quando associado ao ciprofloxacino essa
atividade se potencializa. Essa associacdo € muito benéfica para a
diminui¢cao do uso de ciprofloxacino e consequentemente a diminuicdo na
probabilidade do mesmo “forgar” algum tipo de resisténcia. Isso apoia a
hipotese que o uso combinado de CIP com TTO podem representar uma
alternativa terapéutica valiosa como adjuvante a quimioterapia contra todos

os espectros bacterianos.
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