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RESUMO

As pesquisas sobre as propriedades medicinais de plantas estdo focadas em diversas
areas, tendo a atividade antimicrobiana e o uso potencial contra linhagens multirresistentes
recebido atencdo especial. O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial
antimicrobiano de sete 6leos essenciais (OE) isoladamente, e verificar o possivel sinergismo
de alguns destes OE quando combinados entre si e com antimicrobianos padronizados sobre
linhagens bacterianas de importancia clinica com perfis de resisténcia diferenciados, sendo
estas de Staphylococcus aureus (linhagens meticilina-resistentes, MRSA, e meticilina-
sensivel, MSSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (todos isolados clinicos
humanos) e Salmonella spp. (isolados clinicos e de alimentos). Os ensaios foram divididos em
duas etapas. Inicialmente (Artigo 1), foi obtida a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) para
0s 6leos de assa-peixe (Vernonia polyanthes L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), alecrim
do campo (Baccharis dracunculifolia D.C.), cravo da india (Caryophyllus aromaticus L.),
canela (Cinnamomum zeyalnicum L.),camomila (Matricaria recutita L.) e pitanga (Eugenia
uniflora L.), através da metodologia de diluicdo em Agar. Os OE foram caracterizados através
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), sendo a composicao
quimica de cada 6leo relacionada com sua atividade sobre os diferentes perfis bacterianos. Na
segunda parte do estudo (Artigo Il), baseando-se no potencial de acdo e rendimento de
extracdo dos 6leos, foi avaliado o sinergismo entre os quatro 6leos com maiores potenciais,
bem como a atividade conjunta destes com tetraciclina e oxacilina frente S. aureus, E. coli e
P. aeruginosa. A combinacao entre os OE e antibioticos foi testada utilizando a metodologia
de difusdo em discos. O potencial sinérgico entre os 6leos também foi avaliado por esta
metodologia e pela microdiluicdo em placas. A possivel interacdo entre os 0leos também foi
verificada através da metodologia de curva de sobrevivéncia durante um periodo de 24 horas,
sendo que nestes ensaios utilizou-se ¥ dos valores obtidos para a CIMggy. Quando aplicados
isoladamente, os 6leos mostraram melhores resultados sobre as linhagens de bactérias Gram-
positivas (S. aureus), confirmando a menor sensibilidade de bactérias Gram-negativas aos
produtos naturais. O OE mais eficiente sobre todas as bactérias testadas foi o de canela (C.
zeylanicum), com valores de ClMggy, de 0,23 mg/ml para S. aureus, Salmonella spp., E. coli, e
0,83 mg/mL para P. aeruginosa. No entanto, o0 OE de pitanga (Eugenia uniflora) foi o menos
ativo contra todas as linhagens (com a menor ClMggq, Obtida frente a S. aureus MSSA, 50,82
mg/ml). Através da metodologia de difusdo por discos, as melhores combinagBes ocorreram

entre os discos contendo 15 pl de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e os OE de B.



dracunculifolia sobre S. aureus e C. aromaticus sobre E. coli diluidos na proporcéo de /4
ClIMgoy, em MHA, enquanto para P. aeruginosa, a melhor combinagéo se deu entre os discos
contendo OE de B. dracunculifolia e C. aromaticus (/4 CIMgoy) diluido no MHA. Quando
empregada a microdiluicdo, observa-se que os melhores indices de sinergismos ocorreram nas
combinagdes com os OE de C. aromaticus e C. zeylanicum frente a S.aureus e E. coli, e de C.
aromaticus frente P. aeruginosa. Com a realizacdo de curvas de sobrevivéncia para as cepas
ATCC, observamos atividade bactericida principalmente para os OE de C. aromaticus e R.
officinalis, sozinhos ou combinados (ha proporcao equivalente a ¥ da ClMge, de cada 6leo)
sobre todas espécies bacterianas testadas. Estes resultados corroboram o uso de Oleos
essenciais como alternativa ao uso de antibiéticos no tratamento de infec¢bes bacterianas,
estimulando a investigacdo da aplicagdo destes produtos naturais de forma isolada ou
combinada a outros medicamentos de forma segura para o ser humano.

Palavras chave: acdo antibacteriana, 0leos essenciais, sinergismo, produtos naturais, drogas

antimicrobianas, bactérias patogénicas, resisténcia bacteriana.
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ABSTRACT

Research about medicinal properties of plants is focused on several areas, and its
antimicrobial activities and potential use against multiresistant strains have received special
attention. This study aimed to assess the antimicrobial potential of seven essential oils (EO)
alone, and the possible synergism of some of these EO when combined with each other and
with standard antimicrobials against clinically important bacterial strains with different
resistance profiles, among them, Staphylococcus aureus (methicillin-resistant (MRSA) and
methicillin-sensitive (MSSA) STRAINS), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (all
human clinical isolates), and Salmonella spp. (clinical and food samples). The tests were
divided into two steps. Initially (Article 1), we obtained the minimum inhibitory concentration
(MIC) for assa peixe (Vernonia polyanthes L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.), alecrim
do campo (Baccharis dracunculifolia DC), clove (Caryophyllus aromaticus L.), cinnamon
(Cinnamomum zeyalnicum L.), chamomile (Matricaria recutita L.) and Brazilian cherry
(Eugenia uniflora L.) oils, by agar dilution method. The OE were characterized by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and the chemical composition of each oil was
related to the antimicrobial activity against the different bacterial profiles. In the second part
of the study (Article 1), based on the action potential and yield of extraction of the oils, we
evaluated the synergism between the four oils with higher potential, as well as the synergism
with tetracycline and oxacillin against S. aureus, E. coli and P. aeruginosa. The combinations
between EO and antibiotics were tested by the disc diffusion method. The synergistic
potential of the oils was also evaluated by this method and by the microdilution. The possible
interaction between the oils was also verified through the methodology of time-kill curve
during a 24 hour period, and in these tests we used ¥4 of the MICgq, values obtained. When
applied alone, the oils showed better results on the Gram-positive bacteria strains (S. aureus),
confirming the lower sensitivity of Gram-negative to natural products. The most efficient EO
against all bacteria tested was the cinnamon (C. zeylanicum), with MICgy values of 0.23%
mg/ml for S. aureus, Salmonella spp. and E. coli, and 0.83 mg/mml for P. aeruginosa.
However, the Brazilian cherry EO (E. uniflora) was less active against all strains (with the
lowest MIC90% value obtained against S. aureus MSSA, 50.82 mg / ml). Through the disc
diffusion methodology, the best combinations occurred between the disks containing 15 ul of
rosemary EO (R. officinalis), and the B. dracunculifolia and C. aromaticus EO diluted at a
ratio of ¥4 MICgo in MHA against S. aureus and E. coli, respectively, while for P.

aeruginosa, the best combination was found between the disks containing B. dracunculifolia



EO and C. aromaticus (¥4 MICgyps) diluted in MHA. In the microdilution, it is observed
synergisms indicators occurring in the combination between C. aromaticus and C. zeylanicum
EO against S. aureus and E. coli, and C. aromaticus against P. aeruginosa strains. On the
time-kill curves for ATCC strains, bactericidal activity was observed mainly for the C.
aromaticus and R. officinalis EO, alone or in combination (in a proportion equivalent to ¥ of
the MICgqy, for each oil) against all bacterial species tested. These results confirm the essential
oils use as alternative antibiotics to treat bacterial infections, stimulating research about
application of these natural products isolated or combined with other drugs to humans, safely.
Keywords: antibacterial activity, essential oils, synergism, natural products, antimicrobial

drugs, pathogenic bacteria, bacterial resistance.
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INTRODUCAO
1. PLANTAS MEDICINAIS

1.1. Metabolismo secundério: aspectos gerais

Desde a Antiguidade, o Homem se encanta com a beleza de uma floresta
centenaria, uma arvore frutifera carregada, ou com o colorido das flores. E desde entdo
se utiliza das plantas como fonte de alimentos, bebidas, pigmentos, fibras téxteis e
materiais para a construcdo de moradias e meios de transporte. Mais recentemente, pode
isolar compostos e moléculas com potencial farmacol6gico, tais como taninos,
flavonoides, fenois, alcaloides, terpenoides, entre outras classes (Gurib-Fakim, 2006).

O metabolismo das plantas depende de sua fisiologia, e pode ser dividido em
metabolismo primario e secundario. O metabolismo primario sempre foi considerado
essencial a todas as espécies, tendo carater conservativo e universal, e é responsavel
pelo desenvolvimento e manutencéo celular. Participam desses processos substancias
comuns tais como carboidratos, lipideos, proteinas, clorofila e &cidos nucleicos.
Diferentemente, até pouco tempo atras, ndo se sabia ao certo qual a funcdo do
metabolismo secundario nas plantas. Acreditava-se que 0s compostos secundarios eram
produtos sem valor, ou mesmo resultante de erro metabdlico, super-expressao proteica,
excreta ou desintoxicacdo das plantas. Porém, a partir da década de 50, apos estudos
envolvendo diversas areas do conhecimento, 0 metabolismo secundario passou a ser
mais bem compreendido. Os produtos resultantes sdo comuns entre certos grupos
taxonémicos, ou exclusivos para determinada espécie, e oferecem vantagens para a
manutencdo e desenvolvimento das plantas que os sintetizam. Estes fendmenos incluem
processos como a defesa contra patdgenos e herbivoros, atracdo de polinizadores,
permitir a tolerdncia de temperaturas extremas e processos de adaptacdo a estresse
hidrico ou deficiéncia de nutrientes e minerais do solo. Na Figura 1, sdo apresentados
alguns destes compostos gerados no metabolismo secundario e alguns processos

adaptativos das plantas envolvidas.
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Figura 1. Alguns compostos originados no metabolismo secundario de plantas e suas

implicacdes adaptativas (Fonte Hartmann, 1996).

Certos animais reconhecem e fazem uso das propriedades farmacologicas de
alguns metabdlitos secundarios na natureza. E o caso da farmacofagia, comportamento
nutricional observado em alguns herbivoros, que ao se alimentarem de algumas plantas
especificas buscam preferencialmente compostos ndo-nutritivos, como por exemplo
metabolitos secundarios que serdo utilizados em processos de defesa, reproducdo, ou
ambos (Boppré, 1984). Outro exemplo é o que ocorre com algumas espécies de
macacos e outros primatas que incluem intencionalmente algumas plantas em sua dieta
objetivando, efeitos analgésicos, antimicrobianos, anti-inflamatérios,
imunomoduladores, antidiarréicos, digestivos e de regulacdo da fertilidade (Huffman,
1997).

O uso de plantas e derivados pelo Homem objetivando a promog¢éo e manutencao

de sua saude pode ser comprovado historicamente por registros de longa data, como por



exemplo, os egipcios, assirios, mesopotamicos, indianos, chineses e outras civilizacbes
que sempre contavam com a figura de curandeiro ou equivalente. Era quem indicava a
espécie de planta correta para afeccdes variadas, desde febres, distarbios psicologicos e
gastrointestinais, a infeccdes bacterianas, acne, gota, e até epilepsia, pelo emprego de
formulacbes simples, como cataplasmas, chés, decoctos, pds, defumadouros, tinturas e
outras formulac6es herbais (Balunas & Kinghorn, 2005; Halberstein, 2005).

Tal conhecimento, acumulado durante séculos, continua sendo valioso para as
geracOes atuais. A etnofarmacologia fornece pistas sobre substancias potencialmente
Uteis no desenvolvimento de novos farmacos baseado em observacdes feitas em
diversas areas como quimica, bioquimica, botanica, farmacologia e antropologia
(Fabricant & Farnsworth, 2001). Segundo a Organizagdo Mundial da Saide (OMS),
cerca de 25% dos medicamentos hoje utilizados sdo derivados direta ou indiretamente
do legado sobre o uso de plantas medicinais, sendo esta porcentagem ainda maior
atingindo 60% se consideradas classes especificas de medicamentos - por exemplo, para
antimicrobianos e antitumorais.

Em alguns paises industrializados, como Franca, Italia e Alemanha, estima-se que
entre 70 — 90% destas populacBes recorrem ao conhecimento popular, sob o cunho de
“medicina complementar”, “alternativa” ou “ndo convencional”. Esta mesma taxa pode
ser observada em paises em desenvolvimento, porém sob uma realidade diferente, uma
vez gque 0 acesso aos medicamentos padronizados € precario, sendo a medicina popular
a principal fonte de prevencdo, tratamento e manutencdo da saude de grande parte da
populacdo nestes paises, (WHO, 2011).

Dentre os varios medicamentos a base de plantas, a sintese da heroina, e mais
tarde, do acido acetilsalicilico (Aspirina®) foi fundamental para o inicio da organizacao
da industria farmacéutica. A partir de entdo, no final do século XIX, as plantas passaram
a ter um valor comercial mais significativo, pois a possibilidade de se isolar, purificar
ou até mesmo sintetizar principios ativos isolados de plantas impulsionaram a expanséao
das pesquisas farmacéuticas, principalmente apds a Segunda Guerra Mundial. Alguns
medicamentos fundamentados em derivados vegetais tém importancia até hoje, como a
quinina (antimalarico), Taxol®, vincristina e vimblastina (quimioterapicos), e a
digoxina (cardiotdnico). Porém, a pesquisa e desenvolvimento de drogas baseadas em
produtos naturais, incluindo derivados vegetais, por vezes sdo declinados. O

desencorajamento das organizacdes farmacéuticas pode ser explicado pelas dificuldades
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de isolar e identificar novos compostos bioativos, e pela relacdo custo x beneficio, em
termos de patenteamento (Raskin et al., 2002; Newman, 2008; Li & Vederas, 2009).
Apesar dos obstaculos presentes no desenvolvimento de farmacos baseados em
derivados de plantas, o interesse da industria farmacéutica pela procura de substancias
vegetais biologicamente ativas foi reativado na década de 90. Embora avancos
tecnoldgicos importantes tenham sido conquistados pela quimica sintética, muitos
compostos bioativos isolados de plantas sdo formados por misturas de moléculas
complexas, tornando sua obtencdo no laboratério um processo por vezes inviavel
(Walsh & Fischbach, 2010). E mesmo tendo alto potencial, um composto isolado nem
sempre resulta em um medicamento, 0 que torna a bioprospeccdo de metabdlitos
secundarios em um mercado de risco. Para aprimorar a pesquisa envolvendo estas
substancias, a industria farmacéutica tem direcionado o desenvolvimento de novos
farmacos de forma racional, atraveés de bioensaios para moléculas-alvo especificas,
amparados tambem pelo conhecimento de alguns mecanismos de acdo farmacologica de

produtos vegetais (Montanari & Bolzani, 2001).

1.2. Oleos essenciais (OE)

O termo Oleo essencial foi definido no século XVI por Paracelso, médico e
alquimista suico, para quem o componente efetivo de uma droga era a “quinta
esséncia”. Podem ser extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, ou de
plantas inteiras, como especiarias e ervas medicinais. Sao caracterizados quimicamente
como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo alguns
altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas. Parte das propriedades
farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo creditadas aos Oleos essenciais
(OE). Fisicamente, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam a agua, e podem ser extraidos de diferentes
modos, como hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, CO, supercritico, ou com a utilizacao
de solventes organicos ou gorduras. O 6leo obtido de uma de planta serve como
caracteristica para aquela espécie. Mesmo que Gleos diferentes apresentem compostos
iguais qualitativamente, diferencas quantitativas fardo com que aquele 6leo tenha
propriedades quimicas e bioldgicas diferentes dos demais (Trombetta et. al, 2005, Edris,
2007).

Os 6leos essenciais sao utilizados ha séculos como flavorizantes, na fabricacédo de

cosméticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, o que tem
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estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente
sobre microrganismos. Outro aspecto é que pelo fato de serem naturais e biodegradaveis
geralmente apresentar baixa toxicidade aos mamiferos e por poderem atuar sobre varias
moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparado a farmacos sintéticos, tornam-se
substancias chaves para a pesquisa de novos medicamentos (Figueiredo et al., 2008).

Os aspectos de caracterizacdo quimica dos OE podem ser obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo que alguns 6leos
apresentam mais de 60 compostos diferentes. Os componentes majoritarios as vezes
representam mais de 85% do total, enquanto outros compostos aparecem em
quantidades infimas, embora a proporcao ndo esteja relacionada com a grandeza de sua
atividade, podendo esta inclusive ser fundamental para a acdo farmacoldgica dos demais
Galindo et al., 2010).) A atividade dos OE engloba acdo fitoterapica, antiviral,
antisséptica, nutricional, antifungica, entre outras A atividade bacteriostatica e /ou
bactericida de OE ¢ exercida principalmente por compostos terpenoides (Burt, 2004).
Porém, a composicgéo e a atividade de um 6leo essencial pode ser modificada por varios
aspectos, desde o modo de extracdo, a fatores proprios da planta e do ambiente em que

ela esta inserido, fatores estes que estdo detalhados adiante (Silva et al., 2011).

2. BIOSSINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM PLANTAS

Os produtos do metabolismo secundario podem ser divididos em trés grandes
grupos segundo a sua biossintese: terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos. Em
torno de55000 terpenoides ja foram isolados, podendo estes apresentar fungdes tanto no
metabolismo primario como secundario. Aqueles produzidos pelo metabolismo
secundario sdo derivados da molécula precursora de cinco carbonos, o isopentenil
difosfato (IPP). Os cerca de 12000 alcaloides conhecidos apresentam uma ou mais
moléculas de nitrogénio, sendo sintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Os
compostos fendlicos conhecidos, em torno de 8000, podem ser sintetizados pela via do

acido chiguimico, ou via do acetato/malonato (Croteau et al., 2000).

2.1. Terpenoides

Os terpenoides sdo também conhecidos como isoprenoides e constituem uma
classe de produtos naturais obtidos de plantas com a maior variedade estrutural e
funcional. Alguns destes compostos participam de processos como respiracdo e

desenvolvimento celular, portanto importantes ao metabolismo primario. Entretanto, a
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maioria dos terpenoides sdo produtos do metabolismo secundério, tendo como funcéao
intermediar a relagcdo planta x ambiente. Nas plantas superiores, existem duas vias
distintas capazes de sintetizar os precursores universais dos isoprenoides, isopentenil
difosfato (IPP) e seu isbmero dimetilalil difosfato (DMAPP). No citosol, IPP é gerado
pela via do &cido mevaldnico (MVA), e através da acdo da enzima IPP-isomerase, pode
originar DMAPP; ao passo que a sintese nos cloroplastos ocorre via do 2C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP), sendo esta via presente também em alguns protozoarios e na
maioria das eubactérias (Phillips et al., 2008).

A sintese de &cido mevaldnico a partir de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA €
catalisada pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR), etapa que
regula esta via. A conversdo de MVA em IPP ocorre por uma sequéncia de agdes
enzimaticas por MVA quinase; fosfomevalonato quinase; e pirofosfomevalonato
descarboxilase. Os isoprenoides plastidicos sdo sintetizados pela via do metileritritol
fosfato, também conhecida como via ndo-MVA ou via de Rohmer. Nesta, hd a
condensacdo de uma molécula de piruvato com uma molécula de gliceraldeido 3-
fosfato, originando 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP), seguida pelo rearranjo e
reducdo para MEP, pela enzima DXP redutoisomerase (DXR). Por uma serie de reacdes
subsequentes, IPP e DMAPP séo originados como produtos finais (Enfissi et al., 2005).

As primeiras pesquisas indicavam que o IPP sintetizado no citosol seria precursor
do farnesil difosfato (FDP) para a sintese de sesqui- (C15) e triterpenos (C30), da
mesma forma que o IPP sintetizado nos plastidios seria precursor para o geranil
difosfato (GDP), utilizado na sintese de monoterpenos (C10), e geranilgeranil difosfato
(GGDP), utilizado na sintese de di- (C20) e tetraterpenos (C40). Porém, através do
blogueio das vias MVVA e MEP por inibidores, foi demonstrado que a separacao entre
essas duas rotas € quase inexistente, uma vez IPP e DMAPP sintetizados no citosol
podem ser desviados para o metabolismo nos cloroplastos, e vice-versa, como

esquematizado na Figura 2 (Biswas et al., 2009).
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Figura 2. Esquema das duas vias possiveis para a sintese de IPP (isopentenil difosfato)
e DMAPP (dimetilalil difosfato), mostrando a comunicacao entre ambas. (adaptado de
Roberts, 2007).

Os terpenoides atuam nas plantas em diferentes funcGes caracteristicas, como por
exemplo, na producdo de hormonios (giberelinas), pigmentos fotossintéticos
(carotenoides), carreadores de elétrons (ubiguinonas), e em mecanismos de defesa e
comunicacdo. A maioria dos compostos apresenta baixo peso molecular, natureza
lipofilica, grande variedade de estruturas e alta pressdo de vapor a temperatura ambiente
(Bakkali et al., 2008).

Os monoterpenos sd@o bem conhecidos como constituintes da esséncia volatil de
flores e dleos essenciais extraidos de plantas medicinais e ervas aromaticas, justificando
sua importancia para a inddstria de perfumes e aromatizantes. O geraniol, mentol,
linalol e o citral sdo exemplos de monoterpenos. Assim como 0S monoterpenos, muitos
sesquiterpenos podem atuar como compostos antimicrobianos (fitoalexinas) e anti-
herbivoria. Fazem parte desta classe farnesol, zingibereno e cariofileno. As resinas
acidas apresentadas por coniferas e leguminosas, 0s hormdnios giberelinas, fitoalexinas,

e metabdlitos secundarios farmacologicamente importantes (como Taxol®,
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quimioterapico, e forscolina, usada no tratamento de glaucoma) sdo exemplos de
diterpenos. Os triterpenos sdo sintetizados a partir da condensagdo cauda-cauda de duas
unidades de sesquiterpeno (pela extremidade fosfato). Os brassinoesteroides,
fitoesteroides de membrana, algumas fitoalexinas, toxinas e componentes de ceras
cuticulares compBem esta ampla classe de compostos quimicos. Como exemplos de
tetraterpenos, podem ser citados os carotenoides, pigmentos intimamente ligados aos
processos fotossintéticos. Existe ainda um grupo complexo de terpenos cujas moléculas
sdo resultantes da sintese de mais de oito unidades de isoprenoides. Chamado de
politerpenoides, contém compostos como ubiquinonas, poliprenoides e polimeros

longos encontrados, por exemplo, no latex (Croteau et al., 2000).

2.2 Alcaloides

Alcaloides sdo produtos naturais de baixo peso molecular, caracterizados pela
presenca de um atomo de hidrogénio em sua estrutura basica. Constituem uma classe
numerosa que € dividida em subclasses por apresentar vias de sintese nao relacionadas
evolutivamente (Figura 3). Segundo Kutchan (1995), desde a descoberta da morfina
(isolada de Papaver somniferum, papoula) foram descritos mais de 20000 compostos

isolados, sintetizados e acumulados por cerca de 20 % das espécies de plantas.
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Figura 3 llustracdo de algumas plantas e respectivos alcaloides isolados; entre elas

estdo o café, a papoula e a quina. (Kutchan, 1995).

Apesar da existéncia de algumas caracteristicas em comum, particularidades da
bioquimica, biologia celular e biologia molecular comprovam as diferengas entre as
subclasses de alcaloides. Enzimas envolvidas na catalise de reacdes em mamiferos

compartilham de mecanismos de agdo comuns onde cada uma pode agir sobre um
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amplo espectro de substratos. Ja as rea¢fes envolvidas na biossintese dos alcaldides s&o
catalisadas por enzimas estereoespecificas (formacdo de somente um isémero, em
detrimento de outro arranjo espacial), regioespecificas (formacdo de somente um de
dois produtos possiveis), com acdo determinada sobre substratos especificos. Os
principais aminoécidos envolvidos nestes processos sdo lisina, ornitina, tirosina e
triptofano. Sozinhos ou combinados com moléculas de secoiridoide, esteroide ou
terpenoide, permitem a formacgéo de diversas classes de alcaloides, algumas citadas na
Tabela 1 (Facchini & De Luca, 1998; Yang & Stdckigt, 2010).

Tabela 1. Principais classes de alcaloides sintetizados pelas plantas.

Classe Aminoacido precursor Exemplos
Piperidinicos Lisina Coniina, cassina, espectalina.
Inddlicos Triptofano Quinina, vimblastina, vincristina.
Isoquinolinicos Tirosina Morfina, codeina, mescalina.
Tropénicos Ornitina Atropina, hioscina, escopolamina.
Pirrolidinicos Ornitina Nicotina, higrina.

Fonte: Adaptado de Facchini & De Luca (1998).

Os alcaloides piperidinicos tém como aminoacido precursor a lisina, a partir da
qual é formado um anel piperidinico, originado por perda de um grupo carboxilico e um
atomo de nitrogénio (Gupta & Spencer, 1969). Talvez o exemplo mais conhecido desta
classe seja a coniina, alcaloide isolado do extrato de cicuta (Conium maculatum), usado na
execucdo do filosofo Sdcrates.

O triptofano € um aminoacido aromatico derivado do corismato, sintetizado na via
do chiquimato, e que por acdo de descarboxilase, origina triptamina. A condensacdo de
triptamina com secologanina produz estrictosidina, molécula intermediaria na sintese
dos alcaloides inddlicos. A quinina (Cinchona officinalis), camptotecina (C.
acuminata), estricnina (Nux vémica), vincristina e vimblastina (Catharanthus roseus)
sdo exemplos deste grupo (El-Sayed & Verpoorte, 2007).

Todos os alcaloides isoquinolinicos apresentam em sua composi¢do nucleo
tetrahidroisoquinolina, derivado da tirosina. Este grupo de substancias pode ser bem
representado pelos diferentes tipos estruturais de alcaloides provenientes do 6épio,
isolado do latex da papoula. Dentre eles, encontra-se a morfina e codeina, além da
mescalina, isolada do peiote (Lophophora williamsii (Lem) Coult.) (Facchini & De
Luca, 1995).
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Os alcaloides tropanicos e os alcaloides pirrolidinicos envolvem a participacéo de
precursor comum na biossintese, a putrescina, diamina derivada da descarboxilagcdo do
aminoéacido ornitina. Como exemplo de alcaldides tropénicos, podemos citar
substancias isoladas em sua maioria de plantas pertencentes a Familia Solanaceae,
incluindo a atropina e escopolamina (de Atropa belladonna), e cocaina (Erythroxylon
coca). A nicotina é um exemplo de alcaloide pirrolidinico. E extraida de Nicotiana
tabacum, sendo sintetizada nas raizes da planta através da condensagdo de ornitina e
acido nicotinico (Sato et al., 2001).

2.3. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos estdo presentes em todos os érgdos das plantas, sendo
abundantes em legumes, frutas, graos, vegetais como também encontrados no chocolate,
vinho tinto, azeite de oliva, chd verde e café. J& foram caracterizados mais de 8000
compostos que compreendem estruturas diversas variando de moleculas simples, como
os acidos fenolicos, a compostos cujas moléculas sdo altamente ramificadas, como o0s
taninos. Os polifenois podem ser divididos em pelo menos 10 classes diferentes baseada
em suas estruturas quimicas (fendis simples, 4acidos fendlicos, benzoquinonas,
isocumarinas e cumarinas, naftoquinonas, estilbenos, acetofenonas, xantonas, entre
outros). Os flavonoides (constituem a classe fendlica mais importante com mais de 5000
compostos descritos (Bravo, 1998). Podem ser originados basicamente por duas rotas
bioguimicas diferentes, seja pela via do chiquimato ou pela via do acetato/malonato
(Quideau et al., 2011). Todos os flavonoides apresentam uma estrutura em comum
constituida por trés anéis, sendo que pela troca dos radicais inseridos no anel C da

molécula do flavonoide (Figura 4), estes podem ser divididos em 13 subclasses.
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Figura 4. Numeracdo e estrutura basica de uma molécula de flavonoide (Bravo, 1998).

A via do chiquimato é uma rota metabdlica importante para as plantas e € iniciada
com a condensacgéo de fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato, para a formacéo de
acido chiquimico. A partir deste composto forma-se corismato, molécula precursora
dos aminoécidos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), sendo que por acéo
da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) ha conversdo da fenilalanina em acido trans-
cindmico. Nas reacOes enzimaticas subsequentes sdo originados esqueletos
fenilpropanoides que servirdo de substrato para a biossintese de cumarinas, ligninas,
flavonas, antocianinas, estilbenos além de outros compostos fendlicos (Kosuge, 1969;
Herrmann, 1995).

A rota do acetato/mevalonato (MVA) também contribui para o processo de sintese
de fenois, embora de forma menos significativa. A enzima chalcona-sintase (CHS)
condensa uma molécula de cumaril-CoA com trés moléculas de malonil-CoA (derivadas
do acetato), formando tetrahidroxichalcona, substrato intermediario para a biossintese
de outros compostos fenolicos, como as antocianinas, taninos condensados,

isoflavonoides e flavonois (Claudot, 1997).
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3. INFLUENCIAS NA PRODUGCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

{‘: Ritmo ckcadiano

\\ \\
Indice pluviométkrico
Saronalidade Rodiacdo UV
‘ / Composigao CO, 50,
’. \ aimostérica NO, O,
N /

= Hesbivoria e
Alaque de patégenocs
/’J

Figura 5. Esquema mostrando os principais fatores intrinsecos da planta e condi¢des do
ambiente que podem influenciar nos teores de metabdlitos secundarios. (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007).

A biossintese de metabdlitos secundarios € um processo complexo e esta sujeito a
influéncia de diferentes varidveis. Fatores bioticos e abi6ticos podem interferir com a
qualidade e a quantidade de produtos secundarios resultantes do metabolismo de uma
planta em determinado momento (Sangwan, 2001; Gobbo-Neto & Lopes, 2007). A

sequir, esses fatores sdo considerados com alguns detalhes.

3.1 Fatores abioticos

Diversas condi¢cdes ambientais podem influenciar na biossintese de metabdlitos
secundarios. A temperatura € um delas VariacGes extremas sdo desfavoraveis ao
metabolismo das plantas, sejam pelos seus valores muito elevados ou muito baixos. De
maneira geral, temperaturas amenas sao mais produtivas enquanto as temperaturas altas
incidem negativamente sobre as vias metabdlicas das plantas (Sangwan, 2001). Em
estudo avaliando o metabolismo secundario da orelha-de-gato (Hypericum brasiliense
Choisy), dois grupos foram avaliados separadamente. O primeiro grupo foi submetido a

temperaturas variaveis, e o segundo mantido em temperaturas constantes, sendo todos
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0s ensaios realizados em casa de vegetacdo. Foi reportado que temperaturas elevadas
(30°C) ou baixas (10°C) influenciaram no acumulo de biomassa dos cultivares e no
contetdo total de compostos fendlicos. Quando expostas durante a noite a 10°C, as
plantas produziram mais isouliginosina B, 1,5-dihidroxixantona, rutina e quercetina que
aquelas expostas a 30°C e a temperatura ambiente (25°C), entretanto, os niveis de acido
betulinico mensurados foram maiores a 25°C (Abreu & Mazzafera, 2005).

As mudancas climéaticas também interferem com o metabolismo das plantas,
sendo que a sazonalidade implica em mudancas de parametros como temperatura e
pluviosidade, podendo estimular a producdo de certos compostos em detrimento de
outros, o que favorece a sintese de determinadas classes de metabdlitos secundarios.
Alteracbes na composicdo de padrbes em plantas empregadas como terapéuticos
ilustram estas condicGes: flavonoides, cumarinas, 6leos essenciais, taninos, alcaloides,
glicosideos cianogénicos sdo produzidos em maior ou menor escala, de acordo com as
estacOes do ano. Hussain et al. (2008). avaliaram o rendimento da producdo de dleo
essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) durante o ano inteiro, e registraram uma
diminuicdo na sintese durante o inverno em comparacdo com a estacdo do verdo (0.5%
m/v e 0.8% m/v, respectivamente, em ml/100g de material seco).

O ciclo circadiano compreende periodos de luz (claro) e de auséncia de luz
(escuro) no qual as plantas estdo submetidas, influenciando o maquinario fotossintético,
gue consequentemente influencia seu metabolismo e a sintese de produtos secundarios.
De maneira geral, a quantidade de luz recebida pode favorecer o crescimento vegetativo
e ganho de biomassa, eventos considerados contrarios a producdo de 6leos essenciais,
taninos, flavonoides e outros metabdlitos secundarios. Além disso, a variacdo diaria na
quantidade de dgua/biomassa pode dar a falsa aparéncia de haver maior quantidade de
metabolitos secundarios, quando na verdade, hd diminuicdo na concentracdo de agua.
Estas observacdes foram comprovadas por Itenov et al. (1999:), que avaliaram o
contetdo de metabdlitos secundarios da papoula (P. somniferum), constatando que com
a diminuicdo de agua no latex, aparentemente foram aumentadas as concentracdes de
morfina, codeina e noscapina.

Por outro lado, ndo s6 a quantidade de luz, mas também a sua qualidade
(comprimentos de onda diferentes) pode influenciar positivamente a sintese de alguns
compostos secundarios. Em estudo com manjericdo (O. basilicum L.), Loughrin &
Kasperbauer (2001) reportaram a existéncia de diferencas nos contetdos de compostos

aromaticos sintetizados quando as plantas foram expostas a comprimentos de luz
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diferentes (preto, vermelho, verde, azul, amarelo e branco). Em relagcdo a maioria dos
monoterpenoides, 0s niveis mais altos de producdo foram obtidos com as plantas que
cresceram sob as cores amarelo e verde, enquanto que os menores niveis foram obtidos
sob as cores azul e branca. No caso do composto alifatico hexanal, os maiores niveis
foram registrados sob a luz vermelha. Ainda considerando o espectro de luz, a
quantidade de luz ultravioleta (UV) absorvida pela planta pode incentivar a biossintese
de compostos secundarios com valor medicinal para o ser humano. Particularmente a
radiacio UV-B estimula a formacdo de metabdlitos como compostos fendlicos
(incluindo flavonoides), alcaloides, Gleos essenciais e terpenoides (seus compostos
majoritarios), glucosinolatos, fitoestrogénios, entre outros. Uma explicacdo para tal
fendmeno seria a importancia destes compostos contra a agao estressora da radiacao
UV, através da prevencdo de possiveis danos causados por espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Zhang & Bjorn, 2009).

A correlagdo entre altitude e maior expressdo do metabolismo secundario nas
plantas envolve outras varidveis, principalmente a incidéncia da radiacdo UV e a
diminuicdo das temperaturas, ocorréncias que favorecem a sintese de compostos
secundarios. Ao estudar extrato de camomila (Matricaria chamomilla L. cv. BONA)
por Cromatografia liquida de Alta Performance (HPLC), Ganzera et al. (2008)
observaram uma variacdo positiva na quantidade total de flavonoides, correspondendo a
um aumento de 26%, e um aumento de 31% na quantidade de &cidos fendlicos, no
intervalo compreendido entre 1000m e 2000m. Em trabalho do mesmo grupo, a
avaliacdo de extrato de arnica (Arnica montana L.) de cultivares coletados em nove
altitudes diferentes ndo detectou aumentos significativos no conteldo de flavonoides,
mas houve correlacdo positiva entre o aumento na altitude e no conteldo de acido
cafeico e derivados (Spitaler et al., 2008). O azeite de oliva obtido de plantacbes em
altitudes elevadas apresenta maiores indices compostos fendlicos e tocoferol, indices
estes que garantem uma melhor qualidade a azeite por este apresentar maior resisténcia
a oxidacdo (Ryan & Robards, 1998).

A disponibilidade de dgua também interfere com inimeros processos fisioldgicos
das plantas, pois estresses como periodos muito Umidos ou muito secos induzem
respostas como o fechamento de estdmatos, acumulo de solutos e antioxidantes,
expressdo de genes relacionados a estresse e sintese de determinados metabolitos
secundarios. Geralmente condicdes de estresse hidrico estimulam positivamente a

producdo de metabolitos secundarios, em especial glicosideos cianogénicos,
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glucosinolatos, antocianinas, alcaloides e alguns terpenoides. Liu et al. (2011)
avaliaram seis constituintes ativos presentes em espécie de sélvia (Salvia miltiorrhiza
Bunge, ou “danshen” para os chineses), e reportaram que em niveis elevados de
estresse houve um aumento na expressao, com excecdo do acido rosmarinico. Em
relacdo a vinca (Catharanthus roseus L.) as quantidades de ajmalicina acumuladas
aumentaram quando as plantas foram submetidas a privacdo de agua (Jaleel, 2008).
Outro parédmetro que pode interferir de forma positiva ou negativa no
metabolismo secundario e no crescimento das plantas € o aumento de poluentes na
atmosfera. Dados apresentados sobre estes impactos levam em conta principalmente as
taxas de gas carbdnico (CO,), ozbnio (O3) e didxido de enxofre (SO,). Cultivares de
soja (Glycine max L.) crescidas em atmosfera modificada (sob duas vezes a pressao
atmosférica de CO, comum, o equivalente a 760 + 11 pmol mol™') demonstraram um
aumento nos conteudos medidos das isoflavonas constitutivas dadzeina e genisteina, e
da flavona apigenina (Kretzschmar et al., 2009). Goiabeiras (Psidium guajava cv.
Paluma) que tiveram suas folhas submetidas & fumigacdo com O3 expressaram maiores
niveis de antocianinas e taninos totais, e uma tendéncia a aumentar a expressdo de

taninos condensados (Rezende & Furlan, 2009).

3.2 Fatores bioticos

Além de fatores ambientais, caracteristicas inerentes a planta também podem
influenciar em seu metabolismo, afetando a producdo de compostos secundarios. Ao
sofrer lesdes de qualquer natureza, as plantas também passam por uma situacdo
estressante. Ataques provocados por insetos (herbivorismo) e por patdgenos (virus,
bactérias, protozoarios, nematoides) e injarias causadas por fatores fisicos como neve,
tempestades, geadas, insolacdo e ventanias estimulam mecanismos de defesa, incluindo
a producdo e acumulo de metabdlitos secundarios. A defesa anti-herbivorismo de uma
planta pode ser direta, afetando sua palatabilidade e digestibilidade para os insetos, ou
indireta, pela atracdo de predadores dos herbivoros. O papel defensivo de alguns
produtos do metabolismo secundario é conhecido, sendo particular entre as diferentes
espécies de plantas. Os taninos (em carvalhos), maisina (flavona, em milho), gliceolina
(isoflavonoide, em soja), tomatina (saponina, em tomate) e sesquiterpenos (em tabaco)
sdo exemplos de substancias que fazem participam do arsenal quimico de defesa que

pode ser utilizado por plantas (Chen, 2008).
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A producdo de metabolitos secundarios em resposta a injdrias fisica pode ser
exemplificado experimentalmente pelo aumento da sintese de ajmalicina, catarantina e
vindolina, em plantulas lesionadas artificialmente (Vazquez-Flota, 2004). Também em
estudo envolvendo a realizagdo de ferimentos artificiais em tabaco (Nicotiana tabacum),
foi demonstrada uma correlacdo entre o tipo de ferimento causado (leséo de folhas
jovens, remocdo do &pice das plantulas, ou a combinacdo dos dois) e producdo e
acumulo de &cido jasmonico e nicotina em toda a planta (Shi et al., 2006).

A quantidade total e proporcional de metab6litos secundarios também depende do
estagio de desenvolvimento, biomassa e diferenciacdo celular e tecidual da planta. Por
meio da andlise quimica qualitativa e quantitativa do extrato obtido de salvia e alecrim
(Salvia friuticosa Miller e Rosmarinus officinalis L., respectivamente), Papageorgiou et
al. (2008) registraram os niveis mais altos de quercitrina e luteolina durante o periodo
de florescimento e niveis mais baixos durantes o estagio vegetativo para o alecrim e no
periodo pds-frutificacdo da salvia. Quanto ao composto fendlico rutina, presente apenas
no extrato de alecrim, as quantidades s@o mais elevadas conforme a planta amadurece,
sendo que os niveis mais altos foram detectados no periodo de frutificacdo tardia.

As plantas tém a tendéncia de otimizar o seu metabolismo em resposta a aplicacéo
de fertilizantes e outros nutrientes em uma plantacdo, levando a expressdo de maior
biomassa por unidade de area e aumentando o rendimento de metabdlitos secundarios.
Porém, existem variaveis que podem interferir no aproveitamento dos recursos
disponibilizados fazendo com que cada espécie responda de forma particular as
condicBes de privacdo ou excesso de nutrientes. Ainda, com o passar do tempo, 0s
cultivares se adaptam aos nutrientes recebidos, deixando de acelerar o crescimento
(Sangwan et al., 2001).

Os nutrientes aplicados também podem afetar o metabolismo secundario das
plantas. O efeito da aplicacdo de quatro sais clorados (KCI, CaCl,, MgCl, e FeCls)
sobre a toxicidade causada por NaCl em sélvia (S. officinalis L.) foram avaliados por
Tounekti et al. (2010). Segundo os resultados obtidos, o tratamento com NaCl isolado
estimulou a sintese de manool ao mesmo tempo em que diminuiu as concentracdes de
borneol e viridiflorol. Por outro lado, quando combinado com KCI, CaCl, e MgCl,, o
NaCl afetou de maneira dose-dependente as quantidades dos monoterpenos oxigenados
1.8-cineol, canfora, B-tujona e borneol. Dorda (2009) avaliou os efeitos da aplicacéo
foliar de Ca?'e Mg?* sobre cultivares de orégano (Origanum vulgare ssp. hirtum) e

verificou que ambos os tratamentos surtiram efeitos positivos na altura, nimero de
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caules, contetido de clorofila e biomassa (peso seco) embora ndo tenha sido verificado

qualquer efeito sobre o contetdo de 6leo essencial.

4, AQAO ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS

De acordo com Gonzélez-Lamothe et al. (2009), os produtos do metabolismo
secundario acumulado pelas plantas podem atuar de duas formas: como
“potencializadores de atividade antibacteriana”, favorecendo a atividade de antibioticos
cuja acdo encontra-se limitada por mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos
microrganismos; ou como ‘“‘atenuantes de viruléncia”, adequando a resposta do sistema
imune do hospedeiro a infeccéo.

Os Oleos essenciais apresentam atividade contra uma ampla variedade de
microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os compostos e suas
porcentagens presentes nos OE’S variam de acordo com a espécie considerada, as
condicdes de coleta e extracdo, e as partes da planta utilizadas. Os principais compostos
isolados dos Oleos essenciais sdo terpenos e seus derivados oxigenados, terpenoides,
incluindo os compostos fendlicos (Solorzano-Santos & Miranda-Novales, 2011).

A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido descrita
através de pesquisas envolvendo diversas espécies de plantas e microrganismos
testados. Em revisdo sobre o assunto, Greay & Hammer (2011) cita alguns dos
mecanismos por meio dos quais estes compostos atuam sobre células bacterianas.
Monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular,
através da mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e
inibicdo da cadeia respiratdria. A exposicdo a terpenos pode interferir com a expressdo
de genes codificadores de fatores de viruléncia, como quando consideradas linhagens de
S. aureus produtoras de enterotoxinas (Qiu et al., 2011), e com a expressao de proteinas
citoplasmaticas e de membrana em Salmonella enterica (Di Pasqua et al., 2010). Ao
investigar a atividade antimicrobiana de sesqui- e diterpenos isolados da copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) contra bactérias cariogénicas, Souza et al. (2011)
descreveram uma maior eficiéncia para os compostos com apenas um grupo hidrofilico
frente aos que apresentaram dois grupos.

Guinoiseau et al. (2010) testaram os OE’s de Inula graveolens L. e Santolina
corsica Jordan et Fourr. frente a S. aureus, e observaram que a atividade bactericida de
ambos os 0leos ndo envolveu lise celular, porém a parede celular de algumas células

bacterianas sofreu afinamento, e percebeu-se a perda da homogeneidade do conteido
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celular pela formagdo de granulos citoplasméaticos. O 6leo de coentro (Coriandrum
sativum L.) exerceu efeitos sobre os processos respiratérios, bomba de efluxo e
potencial de membrana de bactérias Gram-positivas e negativas, sendo bactericida para
a maioria das linhagens testadas, muito provavelmente por ocasionar danos na
membrana celular (Silva et al., 2011).

Apesar de vérias estruturas quimicas isoladas de produtos do metabolismo
secundario das plantas exercerem alguma acdo antibacteriana, a maior parte destas
moléculas apresenta atividade fraca e espectro de acdo limitado quando utilizadas
sozinhas. Porém, ao serem combinadas entre si ou com antibiéticos, podem atuar como
adjuvantes, modificando a resisténcia bacteriana frente determinadas drogas,
diminuindo a dose necesséria de antibidticos para um resultado eficaz (Simdes et al.,
2009). E o caso da estratégia de defesa da uva-espim (Berberis vulgaris L.): o alcaloide
berberina € ineficiente sobre bactérias patogénicas multirresistentes. Assim, a planta
sintetiza concomitantemente 5-metoxihidnocarpina, composto que bloqueia o
mecanismo de extrusdo bacteriana, permitindo que a berberina se intercale no DNA dos
microrganismos, tornando a defesa da planta eficaz (Stermitz et al., 2000). O valor
terapéutico da combinacao de substancias é praticado desde sistemas medicinais antigos
como na Ayurveda e na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), objetivando o
sinergismo. Combinagdes entre OE’s sdo utilizadas na aromaterapia, ¢ até mesmo a
OMS recomenda o uso de alguns medicamentos alopaticos de forma combinada (van
Vuuren & Viljoen, 2011). Hemaiswarya et al. (2008) citam algumas associacfes entre
produtos naturais e antibioticos, visando a inibicdo da acdo do mecanismo de resisténcia

bacteriana, ou sua expressdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Algumas associa¢des efetivas entre produtos naturais e antibioticos.

Produtos naturais  Antibidticos Mecanismos de agéo Microrganismos

Catequinas, epiga- B-lactamicos Inibicdo da proteina de S.aureus meticilina
locatequina galato (penicilinas, ligacdo a penicilina resistentes (MRSA).

(EGCg), baicalina, cefalosporinas). alterada (PBP2a), ou

corilagina. inibicdo de sua sintese.

ECGg Penicilina Inibe penicilinase. S. aureus produtores
de penicilinase.

Diterpenos de Tetraciclina. Bloqueio de bombas de S. aureus com

Lycopus europaeus efluxo. mecanismo de efluxo

L. multirresistente.

Extrato de romd Ciprofloxacina, Inibe Nor A (bomba de MRSA.
(Punica granatum cloranfenicol,  efluxo responséavel por
L.). gentamicina, resisténcia a fluorqui-

oxacilina, entre nolonas.

outros.
a-mangostim. Vancomicina. Desconhecido. MRSA e
Enterococcus
vancomicina

resistentes (VRE).

Fonte: Adaptado de Hemaiswarya et al. (2008).

Com o proposito de avaliar o sinergismo entre 0os compostos naturais alil-isotiocianato,
carvacrol, eugenol, timol e cinamaldeido quando combinados com seis drogas
antimicrobianas, Palaniappan & Holley (2010) obtiveram os melhores resultados quando
utilizados carvacrol e timol, sendo que na ocorréncia de interagdes sinérgicas, as
concentracdes inibitdrias das drogas antibacterianas foram reduzidas pra valores de ¥ a /g
daquelas necessarias quando os antibioticos foram empregados sem associacdes.

Com o uso concomitante de produtos naturais, varios sdo os alvos bacterianos atingidos
ao mesmo tempo pelos diversos mecanismos de acdo que estes produtos podem exercer.
Usando dez Gleos essenciais (entre eles, orégano, salvia, bergamota e lavando), Lv et al.
(2011) observaram uma melhor atividade dos OE’s de orégano e manjericao, isolados, sobre
0s microrganismos testados. Contra S. aureus (Gram-positivo), todas as combinacGes

demonstraram sinergismo; frente aos Gram-negativos e levedura testados, as melhores
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associacdes levaram em conta o 6leo de orégano; nenhuma avaliagdo resultou em atividade
indiferente ou antagbnica. Ao testarem a suscetibilidade de Listeria innocua frente a
carvacrol, timol e eugenol, Garcia-Garcia et al. (2011) obtiveram melhores resultados com o
primeiro composto. Entre as combinagbes binarias, carvacrol+timol, em diferentes
concentracdes, foram as que mais alcancaram atividade bactericida, evidenciando atividade
sinérgica. Trés combinacOes terndrias alcancaram atividade bactericida, tendo duas
demonstrado efeito sinérgico e uma, aditivo.

Levando em consideragdo os recentes trabalhos desenvolvidos com o intuito de avaliar
0 potencial antimicrobiano de produtos naturais e de combinac¢des de produtos naturais entre
si ou com antibioticos, o presente estudo tem como objetivos: (1) avaliar as propriedades
antibacterianas de sete Gleos essenciais sobre linhagens de Staphylococcus aureus MRSA e
MSSA, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (isolados clinicos) e Salmonella sp. (casos
clinicos e isolados de alimentos); (2) determinar a composi¢do quimica dos OE, através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM); (3) avaliar o possivel
sinergismo entre quatro 6leos de todos aqueles testados, e entre 0s mesmos quatro 6leos e dois

antimicrobianos padronizados.



CAPITULO I

* Escrito de acordo com as normas estipuladas e submetido a Revista Quimica Nova.
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Composi¢do quimica e atividade antibacteriana de 6leos essenciais

Chemical composition and antibacterial activity of essential oils
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ABSTRACT

The chemical composition of the essential oils (EO) from Caryophyllus aromaticus L.,
Cinnamomum zeylanicum L., Rosmarinus officinalis L., Eugenia uniflora L., Matricaria
recutita L., Vernonia polyanthes L. and Baccharis dracunculifolia DC. were identified
and its antibacterial activities were evaluated against Staphylococcus aureus (MRSA
and MSSA) Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella Enteritidis
strains isolated from human clinical cases, and S. Typhimurium strains isolated from
food samples. The C. zeylanicum EO showed the highest inhibition (MICggq, about 0.23
mg/ml to the most strains, except P. aeruginosa), probably due to the cinnamaldehyde
content, while E. uniflora EO showed a weak activity (MICgqo ranged from 50.82

mg/ml to 92,4 mg/ml).

Keywords: CG-MS, antibacterial activity, plant secondary metabolites.
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INTRODUCAO

As taxas de resisténcia bacteriana registradas nos hospitais tém sido crescentes, o
quem tem despertado a atencdo e preocupacao dos profissionais da saude. Além disto,
bactérias originarias de ambientes ndo hospitalares carreadoras de genes
multirresistentes tornam as infec¢fes bacterianas cada vez mais dificeis de serem
tratadas, aumentando ainda os riscos para pacientes internados e imunossuprimidos.
Além de permitir a sobrevivéncia em ambientes considerados toxicos as bactérias,
mecanismos de resisténcia podem contribuir com fatores de viruléncia, regulacdo da
homeostase bacteriana e desintoxicacdo de metabdlitos intracelulares. O surgimento e a
disseminagdo de resisténcia bacteriana ocorrem por diferentes mecanismos
normalmente relacionados a pressdo seletiva e também devido ao uso incorreto de
antibioticos. *

A Asia registra alta prevaléncia de bactérias multirresistentes, conhecidas também
por “superbugs”, ou superbactérias, sendo estas especialmente Streptococcus
pneumoniae penicilina resistente, Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA),
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa multirresistente e extensivamente
resistentes, entre outras, sendo que algumas cepas resistentes como Salmonella spp.
podem ser isoladas ndo s6 de humanos como também de amostras veterinarias.

O uso de plantas, e derivados como extratos e 0leos essenciais, no tratamento de
afeccBes bacterianas esta registrado em documentos de civilizagdes como China e India,
com aproximadamente cinco mil anos, e existem indicios do uso de plantas como
terapéuticos ha mais de 60 mil anos na regido onde atualmente se encontra o Iraque.* Os
Oleos essenciais normalmente sdo obtidos por hidrodestilacdo ou destilacdo a vapor,
sendo compostos por uma mistura variavel de terpenoides, hidrocarbonetos de baixo
peso molecular, acidos, alcoois, aldeidos, cumarinas, entre outras classes de compostos.
A atividade antimicrobiana dos OE tem sido atribuida principalmente aos terpenos e
derivados, sendo estes compostos capazes de interagir com diferentes moléculas alvo e
funcbes das células bacterianas. Varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana
destes compostos e relataram diferentes mecanismos de acdo, como inibicdo da sintese
de acidos nucleicos, das funcbes da membrana citoplasméatica e do metabolismo
energético (Cushine & Lamb, 2005).”

Devido ao numero de espécies existentes, o potencial farmacoldogico das plantas

representa um vasto campo para a bioprospeccdo de substancias com atividade
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antibacteriana, estimulando a formulagdo de novas terapias, principalmente focando em
linhagens refratéarias aos antibidticos atualmente disponiveis. A etnobotanica fornece
fundamentos para a investigacao cientifica do uso de algumas plantas no tratamento de
afecgOes microbianas, a partir do conhecimento acumulado ao longo das civilizagoes.
Muitas espécies sdo empregadas ainda hoje pelo Homem com as finalidades de curar e
manter sua salde, sendo conhecidas popularmente como plantas e ervas medicinais e/ou
aromaticas. Ainda, grande parte da populacdo de paises em desenvolvimento ndo tem
acesso a medicamentos padronizados, dependendo da medicina popular como Unica
forma de prevencdo e tratamento de doencas.”

O alecrim (Rosmarinus officinalis) é adicionado aos alimentos com a finalidade
de se acrescentar sabor e aumentar a validade dos alimentos, além do uso medicinal em
prevencdo e curas de afeccOes diversas, como falta de apetite, asma, tonsilite, obstrucao
nasal e constipacdo. Constituido essencialmente por monoterpenos, o 6leo essencial de
alecrim apresenta potencial atividade antifingica e inibitoria sobre o crescimento de
bactérias Gram-negativas, e principalmente, Gram-positivas.®

Baccharis dracunculifolia, conhecida como alecrim do campo ou vassoura, € um
arbusto nativo do Brasil, produtor de uma grande variedade de metabdlitos secundarios,
muitos destes coletados e utilizados por abelhas da espécie Apis mellifera na elaboragéo
da consagrada prépolis verde brasileira. Tanto a propolis quanto os derivados vegetais
(extratos e 0Oleo essencial) do alecrim do campo séo reconhecidos medicinalmente por
suas acOes antiulcerogéncia, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antifungica,
anestésica, hipotensiva, imunoestimuladora e citostatica.’

Assim como ocorre com o alecrim do campo, as resinas e exsudatos de assa peixe
(Vernonia polyanthes) também sdo coletados por abelhas e utilizados na sintese da
propolis negra, originaria do estado de Minas Gerais. Na medicina popular, esta espécie
é empregada no tratamento de reumatismo, bronquite, tosse, gripe, pneumonia, febres,
malaria, hipertensdo, entre outros.®

A camomila (Matricaria recutita) € um exemplo de fitoterapico utilizado héa
séculos no tratamento de uma série de afec¢bes como feridas, uUlceras, eczemas, gota,
irritacbes de pele, neuralgias, reumatismo, dores, hemorroida, mastite, assaduras e
conjuntivite. A partir dos capitulos florais da camomila é possivel a extracdo de dleo
essencial rico em terpenoides, caracteristica que provavelmente contribui com as

diversas propriedades da espécie. Os principais compostos presentes no OE incluem a-
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bisabolol e 6xidos derivados, azulenos (incluindo camazuleno), farneseno, espatulenol e
espiro éteres.’

Da mesma forma que a camomila, a canela (Cinnamomum zeylanicum) tem sido
utilizada ao longo da Historia no tratamento de diversos problemas: diabetes,
inflamagdes, Ulceras estomacais, tosses, resfriados, disturbios gastrointestinais,
apresentando também atividade antifungica, antiparasitaria, larvicida e antibacteriana
(Saeed & Tarigq, 2008). De acordo com as partes utilizadas na extracdo de 6leo
essencial, os compostos majoritarios se alteram (canfora da casca de raizes, eugenol das
folhas, e cinamaldeido da casca), sugerindo diferentes perfis de atividade (Gruenwald et
al., 2010). A atividade antimicrobiana do OE obtido das cascas tem sido relatada contra
bactérias, fungos e bolores, com especial interesse na atividade contra patdgenos
deteriorantes de alimentos (Agaoglu et al., 2007; Nanasombat & Wimmutigosol,
2011).%

O 6leo essencial obtido das inflorescéncias do cravo da India (Caryophyllus
aromaticus) € empregado tradicionalmente com varias finalidades, incluindo produtos
para higiene bucal, acdo antisséptica, analgésica, antifingica, antialérgica
anticarcinogénica, mutagénica, inseticida e antibacteriana. O eugenol é o principal
componente isolado do OE de cravo, sendo a ele atribuida a atividade antimicrobiana
descrita por este 0leo, sendo que alguns trabalhos sugerem seu uso como conservante
natural de alimentos.™

Infusbes e decocgdes das folhas de pitanga (Eugenia uniflora) sdo empregadas
medicinalmente no Brasil como antidiarreico, diurético, antirreumatico, antifebril,
antitussigeno, expectorante, digestivo, carminativo, e no controle da pressdo arterial,
niveis de colesterol e acido Urico, e na reducdo de peso. O uso de dos frutos e folhas no
preparo de chas foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA
— RDC n° 267, de 22 de setembro de 2005), e o 6leo essencial obtido das folhas da
pitangueira € empregado na fabricacdo de xampus, condicionadores, sabonetes e 6leos
corporais.*?

Tendo em vista as inumeras indicacbes medicinais das espécies de plantas
mencionadas acima e a possibilidade de extracdo do 6leo essencial pelo método de
hidrodestilacdo a vapor, este estudo teve por objetivo a investigacdo do potencial
antibacteriano sobre linhagens patogénicas de importancia clinica para o ser humano e

caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais extraidos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencéo das plantas

As amostras de cravo da india (Caryophyllus aromaticus L. — inflorescéncias) e
de canela (Cinnamomum zeylanicum L. - cascas) foram obtidas em estabelecimento
comercial na cidade de Botucatu/SP, Brasil. As amostras de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e pitanga (Eugenia uniflora L.) foram obtidas na forma fresca em jardim
de plantas medicinas localizado nas instalagbes da empresa Grupo Centroflora
(Botucatu/SP). Esta empresa forneceu também amostras de camomila (Matricaria
recutita L. — capitulos florais) na forma desidrata. As coletas de assa-peixe (Vernonia
polyanthes L. — folhas) e alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia DC.) foram
realizadas no Distrito de Rubido Junior (Botucatu/SP). As plantas que ndo foram
adquiridas comercialmente foram identificadas pelo Prof. Dr. Luiz Roberto Hernandez
Bicudo e suas respectivas exsicatas (BOTU 25794-camomila, BOTU 25795-alecrim do
campo, BOTU25796-pitanga e BOTU 25797-assa peixe), depositadas no Herbario
Profé. Dr2 Irina Delanova Gemtchujnicov, sob responsabilidade do Departamento de
Boténica/IBB/UNESP/Botucatu.

Obtencéo dos 0leos essenciais e caracteriza¢do quimica

Os Oleos essenciais foram obtidos no departamento de Microbiologia e
Imunologia/IBB/UNESP, utilizando equipamento tipo Clevenger (Marconi, modelo
M480) através da metodologia padriao de arraste por vapor d’agua. Apds a extracao,
foram calculados os rendimentos e as densidades dos 6leos obtidos. A caracterizacdo
quimica dos O&leos foi realizada em espectrofotbmetro de massas acoplado a
cromatografo gasoso (CG-EM), marca Shimazu, modelo QP5050A, de acordo com as
condicdes operacionais: coluna capilar CBP-5 (50m x 0,25mm x 0,25 um), temperatura
do injetor 250°C, e hélio (He) como géas de arraste. A energia de impacto (El) utilizada
na EM foi de 70 eV. A identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais foi
feita através da andlise dos espectros de massa, consulta a biblioteca NIST Mass
Spectral Library (National Institute of Standards and Technology) e com base na

literatura.™®
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Linhagens bacterianas

Foram testadas bactérias de isolados clinicos, e algumas cepas padrdes ATCC,
mantidas no depto de Microbiologia e Imunologia congeladas a -70° C, sendo estas
Staphylococcus aureus (16 meticilina resistentes (MRSA), 15 meticilina sensiveis
(MSSA) e ATCC Sa 25923), Escherichia coli (15 linhagens e ATCC Ec 25922),
Pseudomonas aeruginosa (15 linhagens e ATCC 27853) e Salmonella Typhimurium
(15 clinicos e ATCC 14028). No caso da Salmonella foram testados tambem 16
isolados de alimentos (S. Enteritidis). As amostras MRSA e MSSA foram identificadas
por biologia molecular (gene mecA) e submetidas a discos de oxacilina (1pg) e
cefoxitina (30 pg) para confirmacdo dos resultados.* As demais linhagens foram
submetidas a testes de pureza e viabilidade antes de serem utilizadas, sendo mantidas
em refrigeracdo (4°C) em Agar nutriente até utilizagdo nos ensaios de sensibilidade. Os
ensaios foram realizados com o consentimento do Comité de Etica em Pesquisa
(protocolo n° 5/2010).

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A sensibilidade das linhagens microbianas frente aos éleos essenciais foi
determinada de acordo com as normas instituidas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2011)™, através da metodologia de diluicdo em Agar, com o
emprego de concentracdes variadas, dependentes do rendimento/atividade do 6leo, e da
sensibilidade das bactérias avaliadas. Estes valores variaram de 0,025 até 10%v/v. Os
valores em %v/v foram transformados apds a obtencdo dos valores de densidade dos
respectivos 0Oleos essenciais, 0s quais serdo apresentados nos resultados ja
transformados em mg/ml. Placas de Petri contendo Mueller Hinton Agar (MHA) foram
preparadas com a adicdo das diferentes concentragdes dos 6leos essenciais (definidas
como tratamentos), estipuladas com base na analise de resultados obtidos previamente,
acrescidas de 0,5% de Tween 80 com finalidade de diluir os OE de forma homogénea
no MHA. As linhagens bacterianas foram inoculadas em caldo Cérebro e Coracdo
(BHI), e incubadas a 37°C/24 horas, sendo padronizadas posteriormente na escala 0,5
McFarland e diluidas na proporcdo de 1:20 em BHI para a obtencdo de inoculos ao
redor de 10° Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/ml). Os experimentos foram
realizados em trés etapas, sendo inicialmente com as cepas de MSSA e MRSA,; E. coli e

P. aeruginosa e finalizado com as linhagens de Salmonella isoladas de infeccdo e
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alimentos. As 32 linhagens estudadas por experimento foram inoculadas nas placas de
Petri com o auxilio de um multi-inoculador de Steer. A leitura da CIM foi feita através
da observacdo de presenca ou auséncia de crescimento bacteriano para cada linhagem e
estabelecidos os valore da ClMgg, para cada grupo de microrganismos avaliado. Como
controle positivo dos experimentos, as bactérias foram semeadas em placas com MHA

+ 0,5% de Tween sem acréscimo de 6leos.

Analise estatistica

Para a analise comparativa entre os tratamentos, foi empregado o software
estatistico SAS (versdo 9.0), licenciado pela UNESP (2009). Através do teste de
Kruskal-Wallis., foram consideradas diferencgas estatisticas significativas nas situacdes
em que p<0,05, evidenciando a diferenca de potencial antibacteriano entre os 6leos
testados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que os 0leos essenciais vém sendo amplamente estudados, com
atencdo especial para o0 uso no controle de processos infecciosos, foram realizados
ensaios para verificacdo da capacidade inibidora de sete 6leos essenciais sobre 4 grupos
de bactérias.

Conforme amplamente mencionado na literatura sobre o baixo rendimento na
producdo dos OE, verificamos que o rendimento das extracGes variou de 0,15% (assa
peixe) a 0,61% (cravo da India) (ml/kg) (Tabela 1). O rendimento normalmente é
afetado por diversos fatores, incluindo a espécie vegetal considerada, as partes
utilizadas e metodologia empregada no processo de extracdo, variacdes fisioldgicas
inerentes a planta (fase de desenvolvimento, ciclo de polinizacdo, variagdes sazonais,
condicBes de estresse da planta), condi¢cbes ambientais (clima, poluicdo atmosférica,
caracteristicas do solo), variacGes geograficas, caracteristicas genéticas dos cultivares,
entre outros.”® Considerando que a agdo antimicrobiana dos 6leos depende da sua
composicao quimica, comparamos 0S Compostos majoritarios presentes nas amostras de
OE testadas segundo analises CG-EM com outros estudos, bem como a resisténcia
intrinseca dos microrganismos testados (ClIMgoy) para a discussdo dos resultados
obtidos.

17
l.

Jiang et al.”" analisaram por CG-EM o 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) e

reportaram como compostos majoritarios o 1,8-cineol (26,54%), a-pineno (20,14%),
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canfora (12,88%) e canfeno (11,38%). Ao compararem o 6leo de alecrim obtido por
hidrodestilacdo (HD) e destilagdo por micro-ondas, Okoh et al.*® descreveram uma
diferenca no rendimento final (0,31% e 0,39% respectivamente) além de mencionar
também variacdo nas respectivas composicGes quimicas. Os principais compostos
isolados por HD foram verbenona (17,43%), canfora (16,57%), 1,8-cineol (11,91%) e a-
pineno (11,47%). O potencial antibacteriano do OE obtido por hidrodestilagéo foi
avaliado, para o qual se obtiveram valores de CIM de 3,75 mg/ml para S. aureus
(ATCC 6538) e 7,5 mg/ml para E. coli (ATCC 8739). Apesar de se tratar da uma
mesma espécie de planta, a andlise do 6leo extraido em nosso laboratdrio apresentou
rendimento (0,58%) e composicdo distinta, ou seja, canfora (27,51%), limoneno
(21,01%), mirceno (11,19%), a-pineno (10,37%) e B-pineno (5,27%) como compostos
majoritarios. Ao comparar os valores de CIM frente a S. aureus e E. coli, também
observam-se resultados distintos (8,65 e 9,17 mg/ml respectivamente), tal fato pode ter
relacdo tanto com a composicdo do OE, quanto com o perfil bacteriano das cepas que
foram testadas, uma vez que os isolados clinicos tendem a apresentar resisténcia
superior aos antimicrobianos pela exposicdo frequente quando presente em ambiente
hospitalar.*®

Tendo em vista que o processo de hidrodestilacdo pode promover alteracdes na
composicdo quimica do OE resultante, especialmente por ocorrer em altas temperaturas
que por vezes podem ocasionar a perda de compostos mais volateis, Schossler et al.?
compararam o OE de alecrim do campo (B. dracunculifolia) obtido por este método
com o Oleo obtido por microextracdo em fase sélida no modo headspace (processo no
qual, segundo Meng et al.?, o equilibrio da amostra do analito ocorre entre trés fases: a
amostra analisada (liquida ou gasosa), a fase de vapor sobre a amostra liquida
(headspace) e a fase extrativa (sélido adsorvente ou liquido polimérico)). Segundo os
autores, com a extracdo por HD os compostos majoritarios presentes no OE foram:
nerolidol (22,16%), B-pineno (12,17%), espatulenol (8,81%) e a-pineno (8,0%). Com
um rendimento de 0,6%, Parreira et al.?*
nerolidol (33,51%), espatulenol (16,24%), a-muurolol (4,66%) e &-cadineno (3,66%)

como compostos majoritarios. Embora tendo apresentado um rendimento menor

relataram para alecrim do campo a presenca de

(0,31%, ml/kg), verificamos uma caracterizacdo quimica semelhante para o OE de
alecrim do campo (25,84% de nerolidol, 13,14% de espatulenol, 7,62% de germacreno
B e 7,09% de germacreno D) (Tabela 2). Apesar de ter avaliado o potencial

antibacteriano do OE de alecrim do campo por outra metodologia, ou seja, por difuséo
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em discos, Ferronatto et al.?* reportaram atividade inibit6ria sobre linhagens S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853. Da mesma forma, a
amostra de OE de alecrim do campo apresentou atividade antibacteriana, principalmente
sobre as linhagens de MRSA (Tabela 3).

Embora o OE seja ainda pouco caracterizado na literatura, ja existem relatos sobre
o0 potencial da assa peixe (V. polyanthes), principalmente com extratos, sobre atividades
antiulcerogénica, anti-fingica e anti-leishmanica.®® A caracterizacdo quimica do OE
desta planta revelou como compostos majoritarios o germacreno D (27,79%), e-
cariofileno (16,02%), germacreno B (15,01%), elemeno (9,39%) e copaeno (3,59%). Os
ensaios antibacterianos demonstraram que o OE de assa peixe, em comparagdo com 0s
demais testados, foi mais ativo contra as bactérias Gram-negativas que sobre Gram-
positivas (Tabela 3).

A camomila tem sido empregada ao longo de véarias geracdes sob diferentes
preparos e para diversas finalidades. Mais de 120 compostos ja foram identificados no
OE de camomila. Ao analisar 13 amostras de diferentes regides da Europa, Orav et al.®
identificaram 39 compostos diferentes, sendo os principais: 6xido de bisabolol A (3,1-
56,0%), a-bisabolol (0,1-44,2%), oxido de bisabolol B (3.9-27.2%), cis-eninabiciclo
éter (8.8-26.1%), Oxido de bisabolona A (0,5-24,8%), camazuleno (0,7-15,3%),
espatulenol (7-4.8%) e (E)- B-farneseno (2.3-6,6%). Além disso, relataram diferencas
no rendimento da extracdo do OE em relacdo ao peso da planta sendo estas entre 0,6 ml
a 7,6 ml/kg. Ganzera et al.’’ ressaltam que pela existéncia de diversas variedades
constituindo a espécie M. recutita, a caracterizacdo quimica do OE de camomila pode
resultar em perfis distintos, até mesmo na cor (variando de azul escuro a tonalidades
verdes).

Matos et al.?®, em trabalho cujo objetivo foi determinar a composicdo quimica de
amostra de camomila (C. recutita) originaria do estado do Parana/Brasil, reportaram
como compostos majoritarios éxido de bisabolol B (23%), éxido de bisabolol A (17%),
(2)-B-farneseno (16%), a-bisabolol (13%), camazuleno (8%) e espiro-éter (5%).
Conforme Tabela 2, verifica-se que alguns destes compostos também foram
identificamos na amostra utilizada neste estudo, sendo os teores de camazuleno
(31.48%), a-bisabolol e 6xido de bisabolona (15,71%), cariofileno (13,59%) e 6xido de
bisabolol (11,98%) os mais significativos. A acdo antimicrobiana descrita na literatura
para 0 OE de camomila varia de acordo com os métodos de avaliacdo empregados e 0s

microrganismos avaliados, sendo que alguns trabalhos descrevem resultados
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conflitantes.” Através da metodologia de difusdo em Agar por discos e em tubos, Owlia
et al. (2007) avaliaram a atividade anti-estreptococica do OE de camomila, obtendo
concentracdes inibitorias de 0,1 a 7,0 mg/ml, dependendo da espécie testada. Os
resultados obtidos demonstram uma atividade deste 6leo, com valores de CIM variando
de 25,8 a 54,42 mg/ml (Tabela 3).

O género Cinnamomum é composto por cerca de 250 espécies, sendo a espécie C.
zeylanicum uma das mais importantes devido o valor apresentado pelos OE extraido
tanto das folhas como da casca.*® O principal composto presente no OE das folhas é o
eugenol, ao passo que da casca é o cinamaldeido.® Seguindo o padrdo para os
resultados reportados na literatura, neste estudo o OE de canela foi um dos mais
eficientes, sendo seu valor de CIMgy, igual a 0,23 mg/ml para todas as bactérias
testadas, com excecgédo das cepas de P. aeruginosa, cujo valor foi de 0,83 mg/ml. Na
analise por CG-EM, o0s compostos presentes em maiores quantidades foram
cinamaldeido (86,31%), acetato de cinamila (4,83%) e eucaliptol (1,19%) (Tabela 2).

1.2, também estudando o OE extraido da casca da canela, verificaram a

Unlu et a
presenca de 68,95% de cinamaldeido, 9,94% de benzaldeido e 7,44% de acetato de
cinamila, ao passo que as CIM obtidas variaram de 0,56 mg/ml para S. aureus (ATCC
29213) e 0,28 mg/ml para P. aeruginosa (ATCC 27853).

O OE de cravo da india (C. aromaticus) tem demonstrado excelente potencial
antibacteriano, tendo sua eficacia associada ao composto eugenol.®* Com a extragdo de
maior rendimento (0,61 ml/kg), a analise do OE de cravo apontou como compostos
majoritarios o eugenol (75,85%) e acetato de eugenila (16,38%) e atividade
antibacteriana em concentracdes que variaram entre 2,4 a 3,0 mg/ml, exceto para P.
aeruginosa, com valor de 30,03 mg/ml. Embora ndo tenha sido realizada a
caracterizacdo quimica, Silva et al.** reportaram também que o OE de cravo da india foi
0 mais efetivo em inibir S. aureus e E. coli, com valores de ClMgg, de 0,095 e 0,895
%v/v, respectivamente. Ao avaliarem a CIM de diversos 0leos essenciais sobre

bactérias patogénicas isoladas de alimentos, Zago et al.®

relataram o potencial
antibacteriano do OE de cravo da india (0,095%vV/v) e a atividade ainda maior do OE de
canela sobre cepas de S. aureus (0,047%v/v). Estes dados estdo proximos aos obtidos
neste estudo, onde foi verificada a maior acdo antimicrobiana para os 0leos essenciais
extraidos destas duas plantas (Tabela 4).

A partir de hidrodestilacdo de folhas frescas de pitanga (E. uniflora), Lago et

al.*® obtiveram um 6leo essencial caracterizado pela presenca de atractilona (26,78%),
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curzereno (17,96%), germacreno B (9,31%) e zerumbona (4,18%), cuja atividade
antimicrobiana descrita foi variada, tendo algum efeito inibitério sobre fungos e
bactérias Gram-positivas (CIM de 0,11 a 7,5 mg/ml), e nenhum efeito sobre bactérias
Gram-negativas. Ao comparar as atividades dos OE de frutos com o de folhas de
pitanga, Oguwande et al.*’
selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (17,8%), atractilona (16,9%) e furanodiona (9,6%) no 6leo
das folhas. A CIM estabelecida foi de 0,156 mg/ml para S. aureus ATCC 29213, 0,625
mg/ml para E. coli ATCC 25922 e 0,685 mg/ml sobre P. aeruginosa ATCC 27853. Os

valores de CIMgq, Obtidos variaram de 50,82 a 92,4 mg/ml, bastante superiores aqueles

identificou como compostos majoritéarios curzereno (19,7%),

obtidos nos demais trabalhos. Uma explicacdo pode estar relacionada a origem das
linhagens bacterianas testadas, sendo na maioria isolados de casos clinicos humanos e
em ambiente hospitalar, onde o contato frequente com antimicrobianos contribui para a
disseminacéo de mecanismos de resisténcia entre os microrganismos.*

Quanto a caracterizacdo quimica da pitanga, 0s compostos majoritarios foram a
selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (30,10%), epdxido de selina 1,3,7 (11) trien-8-ona
(21,89%), B-cariofileno (6,51%) e B-elemeno (4,11%). Segundo Costa et al.*, houve
variacao sazonal quanto a presenca de compostos no OE de pitanga quando comparadas
analises quimicas de amostras de OE obtidos a partir de folhas coletadas na estacdo seca
e na estacdo Umida. Desta forma, € possivel inferir que variacbes na composicao
quimica, como ja citado anteriormente, podem justificar diferencas na potencial
antimicrobiano de uma mesma espécie de planta.

Todos os 0leos testados demonstraram acao antimicrobiana, evidenciando assim o
potencial do uso dessas plantas como agentes antibacterianos. Dependendo da espécie
vegetal, e das linhagens bacterianas testadas, esta acdo pode ser classificada como
bacteriostatica ou bactericida. Existem algumas explicacdes possiveis para as diferencas
observadas na atividade antibacteriana dos Oleos: as caracteristicas estruturais das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a composicdo quimica e concentracfes
testadas de cada 0leo, e variacdes na composicdo quimica dos OE de acordo com as
condicdes de crescimento da planta, a época de coleta e caracteristicas do processo de
extragdo.*

Normalmente, as bactérias Gram-positivas apresentam uma maior sensibilidade
quando expostas aos 0Oleos essenciais in vitro que as bactérias Gram-negativas. As

Gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada, apresentando uma membrana
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externa composta por lipopolissacarideos (LPS), conferindo maior resisténcia por evitar
a difusdo e acumulo de OE na célula bacteriana.**

Como verificado anteriormente, a composi¢cdo quimica dos OE também
interferem com o seu potencial antimicrobiano, sendo esta atividade associada com o
contetido de terpendides presente no 6leo, principalmente compostos fendlicos.** De
acordo com os resultados obtidos na analise quimica (CG-EM) dos 6bleos utilizados
neste estudo, foi possivel demonstrar que os principais compostos isolados séo, em sua
maioria, terpenos ou derivados desta classe (Tabela 2).

Embora néo tenha havido diferenca significativa, observamos que para a maioria
dos OE testados, as cepas MSSA foram mais resistentes, ou apresentaram a mesma
sensibilidade que as cepas MRSA. Brady et al.*® obtiveram resultados parecidos ao
avaliarem a susceptibilidade de cepas MRSA e MSSA ao OE de tea tree (Melaleuca
alternifolia), onde apesar da CIM ter variado de 0,25-2,0% v/v e 0,5%-2,0% vl/v,
respectivamente, com o calculo da ClIMg, € andlise estatistica, ndo houve diferencas
consideraveis nos resultados finais. O OE de horteld pimenta (Mentha piperita)
demonstrou atividade antibacteriana nas concentragdes de 0,064-0,128 mg/ml para
cepas MSSA e de 0,064 a 0,256 mg/ml para cepas MRSA, porém, mais uma vez apos
analise estatistica, todas as cepas apresentaram como ClMggy, valor igual a 0,128
mg/ml.**

Na avaliacdo de possiveis diferencas no perfil de sensibilidade de linhagens de
Salmonella spp. isoladas de alimentos e de infecgdes humanas, também ndo houve
diferencas significativas (Tabela 3). Ao investigar a atividade antibacteriana dos OE
extraidos de sete espécies de citros sobre 11 linhagens de Salmonella spp., O’Bryan et
al.* descreveram valores de CIM diferentes, embora ndo estatisticamente significativos.
Na literatura, outros trabalhos avaliando o potencial anti-Salmonella de OE reportam
essa indiferenca nas concentragcdes inibitdrias para Salmonella Enteritidis e S.
Typhimurium. Por outro lado, alguns autores mencionam diferencas nas CIM obtidas
para cepas destes sorovares.*®

Embora estudos mais recentes apresentem sempre a composicdo quimica da
amostra do 6leo essencial utilizado, inferimos que, embora neste estudo também seja
apresentado uma caracteriza¢do quimica dos 6leos essenciais, nem sempre a atividade
antibacteriana estd relacionada com 0s compostos majoritarios, e, portanto, ndo é
possivel relacionar a atividade antibacteriana do OE com determinados compostos com

exata precisdo. Existem ainda estudos que relatam a bioatividade de alguns éleos como
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sendo produto da interacdo de varios compostos, e ndo apenas devido acdo de
substancias isoladas.’ Assim sendo, concluimos que todos os 6leos testados
apresentaram acdo antibacteriana, sendo esta atividade maior ou menor em fungéo da
composicdo de cada 6leo e bactéria testada. Assim sendo, sugerimos que estudos
futuros sejam realizados com o objetivo de investigar isoladamente o potencial

antibacteriano dos principais compostos presentes nos OE.
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Tabela 1. Valores obtidos para Densidade (mg/ml) e rendimento (%) para os 6leos essenciais e partes utilizadas das plantas na producéo dos

0leos essenciais.

Matricaria  Cinnamomum

dracunculifolia polyanthes zeylanicum

(Alecrim do campo)  (Assa peixe)  (Camomila)

Caryophyllus Eugenia
aromaticus uniflora

(Cravo da India)  (Pitanga)

Rosmarinus
Parametros officinalis
(Alecrim)
Densidade (mg/mL) 865
Rendimento (%) 0,58
Partes utilizadas folhas

folhas e flores folhas e flores

1001 924

0,61 0,19

inflorescéncias folhas
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Tabela 2. Compostos identificados e quantificados (%) presentes em cada 6leo através

dametodologia de CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa).

Oleos essenciais

Compostos (%)

R. officinalis
(Alecrim)

B. dracunculifolia
(Alecrim do campo)

V. polyanthes
(Assa peixe)

M. recutita
(Camomila)

C. zeylanicum
(Canela)

C. aromaticus
Cravo da India

E. uniflora
(Pitanga)

canfora (27,51), limoneno (21,01), mirceno (11,19), a-
pineno (10,37), % - B-pineno (5,27), B-cariofileno (4,60),
canfeno (3,64), verbenona (3,0), isoborneol (2,10), y-
terpineno (1,71), linalol (1,15), a-felandreno (0,21)

nerolidol (25,84), espatulenol (13,14), germacreno B
(7,62), - germacreno D (7,09), limoneno (6,93), B-pineno
(4,24), 6-cadinol (4,11), B-cariofileno (3,23), a-pineno
(2,53), B-mirceno (1,22), isocariofileno (1,21)

germacreno D (27,79), e-cariofileno (16,02), germacreno B
(15,01), 10-a-cariofileno (14,34), elemeno (9,39), copaeno
(3,59), B-pineno (0,96), espatulenol (0,96), carvacrol
(0,74), 8-cadinol (0,52)

camazuleno (31,48), a-bisabolol e 6xido de bisabolona
(15,71), cariofileno (13,59), 6xido de bisabolol (11,98), a-
farneseno (3,04), espatulenol (0,80), germacreno (0,78),
azuleno (0,38), B-elemeno (0,38)

cinamaldeido (86,31), acetato de cinamila (4,83), eucaliptol
(1,19), a-terpineol (0,75), terpinen-4-ol (0,58), a-pineno
(0,38), limoneno (0,33), borneol (0,23), eugenol (0,23), B-
pineno (0,21), canfeno (0,18)

eugenol (75,85), acetato de eugenila (16,38), B-cariofileno
(4,84), a-humuleno (2,10)

selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (30,10), epoxido de selina
1,3,7 (11) trien-8-ona (21,89), B-cariofileno (6,51), B-
elemeno (4,11), terpinoleno (0,56), espatulenol (0,50),
ocimeno (0,38), a-cariofileno (0,31), -mirceno (0,28)




Tabela 3. Valores da CIMggy, para as bactérias testadas (em mg/ml).

Oleos essenciais

Rosmarinus Baccharis Vernonia Matricaria ~ Cinnamomu Caryophyllus Eugenia

officinalis  dracunculifolia  polyanthes recutita m zeylanicum aromaticus uniflora

Bactérias (Alecrim) (Alecrim do (Assa peixe) (Camomila) (Canela) (Cravo da india)  (Pitanga)
campo)

S. aureus (geral) 8,65 7,15 26,26 26,52 0,23 2,75 55,62
MRSA 8,65 6,72 26,25 25,8 0,23 2,71 56,0
MSSA 8,65 8,39 26,35 26,62 0,23 3,0 50,82

Salmonella (geral) 9,18 55,92 25,5 54,42 0,23 2,4 92,4
S. Enteritidis

) 9,17 55,92 25,5 54,42 0,23 2,36 92,4
(alimentos)

S.Typhimurium

] 9,19 55,92 25,5 54,42 0,23 2,5 92,4
(infeccao)

E. coli 9,17 55,92 51,01 54,42 0,23 3,0 84,36

P. aeruginosa 8,66 55,92 51,01 54,42 0,83 30,03 92,4
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Tabela 4. Comparacéo da sensibilidade dos diferentes perfis bacterianos frente aos OE testados.

Bactéria Espectro de agdo dos 6leos essenciais em ordem de atividade antimicrobiana

S. aureus Meticilina
resistente (MRSA)

S. aureus Meticilina
sensivel (MSSA)

Cravo da India = Canela > Alecrim do campo > Alecrim = Camomila =Pitanga = Assa peixe

Cravo da India > Canela > Alecrim do campo > Alecrim > Assa peixe = Camomila =Pitanga

Salmonella Enteritidis Cravo da India = Canela > Assa Peixe > Camomila > Alecrim do campo = Alecrim > Pitanga
Salmonella Typhimurium) Cravo da India = Canela > Assa Peixe > Camomila > Alecrim do campo > Alecrim > Pitanga
E. coli Canela > Cravo da india > Assa Peixe > Camomila > Alecrim do campo > Alecrim > Pitanga

P. aeruginosa Canela > Cravo da India > Assa Peixe > Camomila > Alecrim do campo > Alecrim > Pitanga

Os resultados foram considerados de acordo com analise estatistica, para p<0,05.
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Figura 1: Cromatograma do OE de Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo)
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM). 1- a-pineno (2,53), 2- B-pineno (4,24), 3- B-mirceno (1,22), 4- limoneno (6,93),
9- B-cariofileno (3,23), 11- isocariofileno (1,21), 13- germacreno D (7,09), 14-
germacreno B (7,62), 21- nerolidol (25,84), 23-espatulenol (13,14), 29- 5-cadinol
(4,112).
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Figura 2: Cromatograma do OE de Caryophyllus aromaticus (cravo da india) obtido

por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1-
eugenol (75,85), 2- B-cariofileno (4,84), 3- a-humuleno (2,10), 4-acetato de eugenila

(16,38).
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Figura 3: Cromatograma do OE de Cinnamomum zeylanicum (canela) obtido por

analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 3- a-
pineno (0,38), 4- canfeno (0,18), 6- B-pineno (0,21), 7- limoneno (0,33), 8 - eucaliptol
(1,19), 9- linalol (0,21), 11- borneol (0,23), 12- terpinen-4-ol (0,58), 13- a-terpineol
(0,75), 15, 16, 17- cinamaldeido (86,31), 19- eugenol (0,23), 22- acetato de cinamila

(4,83).
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Figura 4: Cromatograma do OE de Eugenia uniflora (pitanga) obtido por anélise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-mirceno
(0,28), 2- ocimeno (0,38), 3-terpinoleno (0,56), 4- B-elemeno (4,11), 5- B-cariofileno
(6,51), 8- a-cariofileno (0,31), 23- espatulenol (0,50), 27 - selina 1,3,7 (11) trien-8-ona
(30,10), 33-epoxido de selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (21,89).
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Figura 5: Cromatograma do OE de Matricaria recutita (camomila) obtido por analise
em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-elemeno
(0,38), 2- cariofileno (13,59), 4- a-farneseno (3,04), 5- azuleno (0,38), 6- germacreno
(0,78), 7- espatulenol (0,80), 9- 6xido de bisabolol (11,98), 11- a-bisabolol e 6xido de
bisabolona (15,71), 12- camazuleno (31,48).
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Figura 6: Cromatograma do OE de Rosmarinus officinalis (alecrim) obtido por anélise
em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- a-pineno
(10,37), 2- canfeno (3,64), 3- B-pineno (5,27), 4- mirceno (11,19), 5- a-felandreno
(0,21), 10- limoneno (21,01), 11- y-terpineno (1,71), 14, 15- linalol (1,15), 17- canfora
(27,51), 19- isoborneol (2,10), 23- verbenona (3,0), 25- 25-B-cariofileno (4,60).
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Figura 7: Cromatograma do OE de Vernonia polyanthes (assa peixe) obtido por analise

em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-pineno
(0,96), 2- carvacrol (0,74), 4- copaeno (3,59), 6- elemeno (9,39), 8- e-cariofileno
(16,02), 10-a-cariofileno (14,34), 13- germacreno D (27,79), 15- germacreno B (15,01),
18- espatulenol (0,96), 20- 5-cadinol (0,52).




CAPITULO II

* Escrito de acordo com as normas estipuladas pela Revista Natural Product Research.
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Sinergismo do efeito inibidor do crescimento bacteriano entre 6leos essenciais e
antibidticos
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Derivados vegetais tém sido investigados como possiveis fontes de tratamento para 0s
mecanismos de multirresisténcia bacteriana relatados, com destaque para os 6leos essenciais.
A combinagdo entre antibioticos pode aumentar a atividade destas substéncias comparada
com o espectro alcangado por cada uma isoladamente, da mesma forma, o emprego de 6leos
essenciais (OE) combinados entre si ou com drogas sintéticas representa uma alternativa a
antibioticoterapia.Este estudo teve como objetivo avaliar a acdo de quatro OE isolados,
combinados entre si (em diferentes concentracdes) e combinados com dois antibioticos, sobre
cepas ATCC e isolados clinicos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. O OE de canela (Cinnamomum zeylanicum) apresentou a melhor acéo
antimicrobiana (ClMggy, de 0,23 mg/ml para S. aureus e E. coli, e 0,83 mg/ml para P.
aeruginosa). Através da metodologia de difusdo por discos, as melhores combinacGes
ocorreram entre os discos contendo 15 ul de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e os OE
de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) (frente S. aureus) e cravo (Caryophyllus
aromaticus (frente E. coli) diluidos na proporcao de /s CIMgyy% em MHA, enquanto para P.
aeruginosa, a melhor combinacédo se deu entre os discos contendo OE de B. dracunculifolia e
C. aromaticus (/4 CIMggg) diluido no MHA. Quando empregada a microdiluicio, observa-se
que os melhores indices de sinergismos ocorreram nas combinacGes com os OE de C.
aromaticus e C. zeylanicum frente a S.aureus e E. coli, e de C. aromaticus frente P.
aeruginosa. Com a realizacdo de curvas de sobrevivéncia para as cepas ATCC, observamos
atividade bactericida principalmente para os OE de C. aromaticus e R. officinalis, sozinhos ou
combinados (na proporcéo equivalente a ¥4 da ClMggy, de cada 0leo) sobre todas espécies

bacterianas testadas.

Palavras chave: bactérias patogénicas, GC-EM, agdo antimicrobiana, produtos naturais,

drogas antimicrobianas.
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1. Introducéo
Durante vérias décadas, os antibidticos tém sido fundamentais nos processos de tratamento
das doengas infecciosas causadas por bactérias e outros microrganismos, sendo considerados
uma das principais causas para 0 aumento da expectativa média de vida no século XX. No
entanto, bactérias patogénicas tém desenvolvido resisténcia a estas drogas antimicrobianas,
tornando-se um problema de saude publica de grandes proporc¢des (Odonkor & Addo, 2011).
A incidéncia de surtos bacterianos associada a taxas crescentes de resisténcia bacteriana
tém preocupado as autoridades da saude, representando gastos econdmicos e perda de
produtividade para as populagdes. Ainda, o fluxo de pessoas, bens de consumo e alimentos
caracteristicos de um mercado globalizado aumentam as possibilidades destes surtos
alcancarem grandes proporc@es rapidamente ao redor do mundo (Bush et al., 2011). Além
disto, as condicdes precérias de saneamento e habitacdo, falta de infraestrutura, desnutricéo,
alimentos contaminados, sistemas de salde ausentes ou deficientes, e 0 uso de antibioticos
sem prescricdo adequada sdo fatores que contribuem para a selecdo e propagacdo de cepas
bacterianas resistentes, cuja susceptibilidade a antimicrobianos pode ser alterada por mutacdes
espontaneas (de novo) ou transferéncia horizontal de genes de resisténcia (Alvan et al., 2011).
Atualmente, os 0Oleos essenciais (OE) sdo definidos como produtos naturais volateis
complexos normalmente caracterizados por apresentarem odor forte e produzidos durante o
metabolismo secundarios de plantas aromaticas. Na natureza, os OE desempenham um papel
importante na fisiologia e comportamento das plantas. Os compostos volateis presentes atuam
como uma linguagem que as plantas utilizam para comunicacédo e interacdo com o ambiente
circundante. Um total de 1700 compostos volateis ja foi isolado de mais de 90 familias de
plantas. Estes compostos sao liberados a partir de folhas, flores e frutas para a atmosfera e de
raizes no solo, tendo como objetivo defender as plantas contra herbivoros e patdgenos ou
fornecer uma vantagem reprodutiva, atraindo polinizadores e dispersores de sementes. De
maneira geral, 0s compostos volateis das plantas constituem cerca de 1% de seus metabolitos
secundarios (Dudareva et al, 2006) .

Também chamados de 6leos volateis ou “quinta essentia”, sdo misturas complexas
geralmente constituidas por terpenos e terpenoides, e em menores quantidades,
hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois, ésteres, lactonas, cumarinas e outros compostos (Dorman
& Deans, 2000). O potencial antimicrobiano de compostos fendlicos, alcaloides e saponinas
também tem sido investigado em estudos recentes, sendo o conhecimento etnoboténico
ferramenta importante no screening de compostos vegetais para o desenvolvimento de novas
drogas, incluindo antibioticos (Fawole et al., 2009). Segundo Bakkali et al (2008), os OE
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podem conter cerca de 2-60 componentes em concentragdes muito diferentes, e sdo
caracterizados por dois ou trés componentes principais presentes em concentragdes bastante
elevadas (20-70%, em comparagdo com 0S outros componentes presentes em tragos), e que
geralmente determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos.

O alecrim (R. officinalis) & um arbusto nativo do Mediterraneo, empregado na medicina
popular como tratamento para ansiedade, enxaqueca, hipertensdo, dores musculares,
reumatismo, doencas hepaticas, fadigas, entre outros. Além disso, o dleo essencial obtido das
folhas € valorizado pela industria alimenticia e de cosméticos devido suas propriedades
organolépticas e farmacéuticas (Jalali-Heravi et al., 2011).

B. dracunculifolia, conhecida por alecrim do campo, “vassoura” e “vassourinha” &
empregada popularmente no Brasil como anti-inflamatério, antisséptico, antipirético, afeccoes
de pele e distarbios gastrointestinais, sendo a fonte vegetal d emaior importéancia da propolis
verde brasileira. O OE obtido das folhas é valorizado pela industria pela sua aplicagcdo em
remedios, cosméticos e defensivos agricolas, alem de exibir atividade contra fungos, bactérias
e protozoarios (Parreira et al., 2010).

A C. zeylanicum sdo reportadas varias atividades: analgésica, antisséptica, afrodisiaca,
adstringente, carminativa, inseticida, entre outras, justificando seu uso ao longo da Histéria na
perfumaria, culindria e medicina tradicional. Apresentando geralmente o eugenol como
composto majoritario, o OE de C. zeylanicum tem demonstrado potencial antimicrobiano,
inclusive frente a cepas bacterianas multirresistentes (Carmo et al., 2008).

O C. aromaticus tem sido bastante investigado por ser popularmente conhecida, de facil
acesso, e por conter render altas quantidades de OE, sendo o eugenol seu principal
constituinte. Apresenta importancia para a industria alimenticia, farmacéutica e de
cosméticos, tendo a literatura reportado diversas propriedades medicinais, com destaque para
anticariogénica, antifungica e antibacteriana (Machado et al., 2011).

Combinacdes entre OE podem alcancar o mesmo potencial descrito para 6leos isolados,
porém em concentracbes menores, favorecendo o emprego como antimicrobianos de uso
clinico e na conservacdo de alimentos, sendo que a acdo conjunta dos diferentes compostos
quimicos pode fornecer alternativa para o controle de bactérias multirresistentes. Tais
informacGes sdo pontuadas por Gutierrez et al.(2008), que testaram combinagdes dos OE de
manjericdo, erva-cidreira, manjerona, orégano, salvia e tomilho contra bactérias de origem
alimentar, obtendo os melhores resultados nas combinacGes de orégano com tomilho,
manjericdo e manjerona frente a E. coli. Fu et al. (2007) avaliaram o efeito de combinagdes

entre os OE de cravo e alecrim (nas proporcoes de 1:5, 1:7 e 1:9), observando atividade
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aditiva (frente S. aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis, E. coli, P. aeruginosa e Proteus
vulgaris), sinérgica (frente Candida albicans) e antagénica (frente Aspergillus niger).

Desta forma, e considerando a amplitude dos conhecimentos acumulados pela medicina
popular, no presente estudo objetivou-se determinar o potencial antimicrobiano de quatro
6leos essenciais isoladamente e também combinados entre si visando acgéo sinérgica entre eles
além de testar também sinergismo destes com duas drogas antimicrobianas de uso na

terapéutica de doencas infecciosas.

2. Resultados e discusséo

Como todos 0s 6leos essenciais e misturas mostraram alguma atividade inibitoria, nenhum
dos tratamentos foi considerado inativo. De acordo com a andlise de seis amostras de 6leos
essenciais obtidas de duas variagdes de alecrim (R. officinalis), Zaouali et al. (2010)
reportaram como compostos majoritarios 1,8-cineol (40%), cénfora (17,9%), o-pineno
(10,3%) e canfeno (6,3%). O grupo de pesquisa determinou também a CIM para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, e com excecdo de P. aeruginosa, que nao foi inibida por
nenhum OE testado, ndo relataram diferencas estatisticas nos valores obtidos para os dois
grupos. Por outro lado, Pintore et al. (2002), ao avaliarem duas amostras de 6leo de alecrim,
observaram que as bactérias Gram-positivas testadas apresentaram maior susceptibilidade que
as Gram-negativas (CIM de 2,5 e 4,0 mg/ml, respectivamente). Alem disso, as caracterizacfes
quimicas dos OE estudadas apontaram a-pineno (13,7-24,6%), acetato de bornila (11,3-17%),
verbenona (4,4-24,9%) e 1,8-cineol (3,4-11,3%) como principais constituintes, perfil
qualitativo semelhante ao obtido na analise do OE obtido em nosso laboratério (canfora-
27,51%, limoneno-21,01%, mirceno-11,19%, o-pineno-10,37% e B-pineno -5,27%) (Tabela
1). De fato, as concentracfes inibitdrias para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
testadas ndo apresentaram diferencas significativas, embora as quantidades necessarias (>8,6
mg/ml — Tabela 3) tenham sido maiores que as descritas em outros trabalhos (Pintore et al.,
2002; Jiang, Y et al., 2011). De acordo com Celiktas et al. (2007), estas diferencas podem ter
relacdo com aspectos tais como a origem geogréafica das plantas, variacGes de temperatura as
quais as plantas foram expostas durante seu crescimento, estacdo do ano em que ocorreu a

coleta das plantas e sensibilidade das cepas bacterianas testadas.
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Tabela 1. Compostos identificados e quantificados (%) presentes em cada Oleo através da

metodologia de CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa).

Oleos essenciais Compostos (%)
Rosmarinus officinalis canfora (27,51), limoneno (21,01), mirceno (11,19), a-
(Alecrim) pineno (10,37), B-pineno (5,27), B-cariofileno (4,60),

canfeno (3,64), verbenona (3,0), isoborneol (2,10), y-
terpineno (1,71), linalol (1,15), a-felandreno (0,21)
Baccharis dracunculifolia )
) nerolidol (25,84), espatulenol (13,14), germacreno B
(Alecrim do campo) )
(7,62), - germacreno D (7,09), limoneno (6,93), B-pineno
(4,24), 6-cadinol (4,11), B-cariofileno (3,23), a-pineno

(2,53), p-mirceno (1,22), isocariofileno (1,21)

Cinnamomum zeylanicum

cinamaldeido (86,31), acetato de cinamila (4,83), eucaliptol
(Canela)

(1,19), a-terpineol (0,75), terpinen-4-ol (0,58), a-pineno
(0,38), limoneno (0,33), borneol (0,23), eugenol (0,23), B-
pineno (0,21), canfeno (0,18)

Caryophyllus aromaticus  eugenol (75,85), acetato de eugenila (16,38), B-cariofileno
(Cravo da India) (4,84), a-humuleno (2,10)
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Tabela 2. Compostos identificados e quantificados (%) através da metodologia de CG-EM

para as misturas de 1:1 dos 0leos essenciais.

Mistura dos OE Compostos (%)

limoneno (14,26), nerolidol (13,57), canfora
(11,88), a-pineno (6.75), mirceno (6.06), B-pineno
(4,95), espatulenol (4,71), B-cariofileno (3,88),
canfeno (1,95), 8-cadinol (1,71), verbenona (1,24),
d-terpineno (0,74), isoborneol (0.70)

R. officinalis + C. zeylanicum cinamaldeido (46,87), canfora (11,98), limoneno
(Alecrim + canela) (9,23), mirceno (4,89), a-pineno (4,81), acetato de
cinamila (2,95). B-cariofileno (2,59), B-pineno
(2,48), canfeno (1,75), verbenona (1,32),
isoborneal (0,58), eugenol (0,15)

R. officinalis + B. dracunculifolia
(Alecrim + alecrim do campo)

R. officinalis + C. aromaticus eugenol (45,56), canfora (9,68), acetato de
(Alecrim + cravo) eugenila (8,77), limoneno (6,84), B-cariofileno
(4,35), mirceno (3,90), a-pineno (3,53), B-pineno
(1.96), verbenona (1,23), isoborneol (0,77)

cinamaldeido (40,25), nerolidol (13,21),

B. dracunculifolia + C. espatulenol (5,69), germacreno D (5.05),
zeylanicum germacreno B (4,94), limoneno (2,64), acetato de
(Alecrim do campo + canela) cinamila (2,67), 6-cadinol (2,21). B-cariofileno

(2,03), B-pineno (1,59), a-pineno (0,96),
eucaliptol (0,55), B-mirceno (0,45), eugenol (0,38),
a-terpineol (0,37), terpinen-4-ol (0,29), linalol
(0,26), borneol (0,22)

eugenol (42,04), nerolidol (15,02), espatulenol
(5,11), germacreno D (4,90), germacreno B (4,66),
acetato de eugenila (3,47), p-cariofileno (2,91),
limoneno (2,34), 8-cadinol (1,52), B-pineno (1,42),
a-pineno (0,77), B-mirceno (0,42)

B. dracunculifolia + C.
aromaticus
(Alecrim do campo + cravo)

eugenol (39,44), cinamaldeido (38,22), acetato de
eugenila (7,80), acetato de cinamila (3,96), B-
cariofileno (1,30), eucaliptol (0,49), a-pineno
(0,16)

C. zeylanicum + C. aromaticus
(Canela + cravo)
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Tabela 3. Valores de CIMgoy, (mg/ml) obtidos para as diferentes espécies bacterianas de

acordo com os 0leos essenciais testados.

R. officinalis B. dracunculifolia  C. zeylanicum  C. aromaticus

Bacteérias (Alecrim) (Alecrim do campo) (Canela) (Cravo da india)
S. aureus 8,65 7,15
(e32) 0,23 2,75
E. coli 917 55,92
(-16) 0,23 3,00
P. aerljgmosa 8,66 55,92 0,83 30,03
(n=16)

Parreira et al. (2010) ndo observaram inibi¢cdo no crescimento de cepas ATCC de Candida
spp., Cryptococcus neoformans, MRSA e Mycobacterium intracellulare pelo OE de B.
dracunculifolia, tendo identificado a presenca de nerolidol (33,51%), espatulenol (16,24%),
a-murolol (4,66%) e d-cadineno (3,66%). Contraditoriamente, embora sem a caracterizacéo
quimica, Ferronatto et al. (2007) reportaram atividade antibacteriana para cepas de S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 de acordo com a
metodologia dos discos , obtendo halos de inibicédo respectivamente de 14,63 mm, 18,92 mm
e 8,32 mm quando foram testados discos contendo 10 pl de OE de B. dracunculifolia.
Segundo a andlise por CG-EM, observamos como compostos majoritarios o nerolidol
(25,84%), espatulenol (13,14%), germacreno B (7,62%) e germacreno D (7,09%). A ClMggo
obtida para as cepas de S. aureus foi de 7,15 mg/ml e 55,92 mg/ml para E coli e P.
aeruginosa, embora ndo tenha ocorrido a formacédo de halo de inibicdo com os testes pela

metodologia dos discos impregnados com 15 ul deste OE (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparagéo das medianas (n=10) dos halos de inibicdo (em mm) obtidos para os

6leos sozinhos (controle) em relagdo as combinagdes.

Fz(;aal;g:;rna;gs S. aureus* E. coli P. aeruginosa
Controle 14,3 % 0° 02
B. dracunculifolia® 20,1° 0° 0°
C. zeylanicum”® 11,32 10 0°
C. aromaticus” 12,5 26" 0°
B. dracunculifolia
(Alecrim do S. aureus E. coli P. aeruginosa
campo)®
Controle 0°? 0°? 0°
R. officinalis® 0°? 0° 0°
C. zeylanicum”® 0° 0° 0°
C. aromaticus” 0° 0° 115°
C. (gg:%?:;gm S. aureus E. coli P. aeruginosa
Controle 36° 31 21°
R. officinalis® 36° 30° 21°
B. dracunculifolia® 44 ° 27° 21°
C. aromaticus”™ 372 39° 0°
C. aromaticus S. aureus E. coli P. aeruginosa
(Cravo)® ! ' - aerug
Controle 122 152 0°?
R. officinalis® 14,5° 19° 0°
B. dracunculifolia® 20,5 ° 182 0°
C. zeylanicum”® 15,5° 192 0°
Oxacilina (OXA)® S. aureus E. coli P. aeruginosa
Controle 6° 0° 0°?
R. officinalis® 10° 0° 0°
B. dracunculifolia® 24,5 ° 0° 0°
C. zeylanicum”® 10,5 % 0° 0°
C. aromaticus” 25 ° 0° 0°
Tetracilina (TET)" S. aureus E. coli P. aeruginosa
Controle 19,5° 24,5° 15°
R. officinalis® 19° 31° 14°
B. dracunculifolia® 345" 25,5 15°
C. zeylanicum”® 22 % 34 13,5°
C. aromaticus” 375" 30% 0°
* comparacgdo feita com os valores das médias, uma vez que as medianas ndo forneceram
homogeneidade de variancias e normalidade adequadas. 2, °, ®, ¢ — letras iguais indicam

auséncia de diferenca estatistica significante; letras diferentes indicam diferenca estatistica. °
— substancias em discos; 15 pl para os OE, 1 pg para OXA e 30 pg para TET. * — OE diluidos

no Agar, na concentragdo equivalente a ¥ da ClMggo.
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As propriedades do OE de canela (C. zeylanicum) tém sido investigadas, incluindo o
potencial antimicrobiano, atribuido ao cinamaldeido, composto presente em grandes
quantidades (97,7%) de acordo com Singh et al. (2007), que reportaram tambem valores de
halo de inibi¢do 56,7+0,1, 35,1+0,3 e 60, + 0,3 mm frente a cepas de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa, respectivamente. Unlu et al. (2010) relataram como compostos majoritarios
também o cinamaldeido (68,95%), benzaldeido (9,94%), acetato de cinamila (7,44%) e
limoneno (4,42%), sendo que para esta amostra de 6leo de canela, os valores de CIM e halo
de inibicdo foram de: 0,56 mg/ml e >40 mm sobre S. aureus ATCC 29213, 1,12 mg/ml e 26
mm sobre E. coli ATCC 25922 e 0,28 mg/ml e 18 mm frente a P. aeruginosa ATCC 2785).
Observamos uma composicdo qualitativa parecida na analise do OE de C. zeylanicum:
cinamaldeido (86,31%), acetato de cinamila (4,83%), eucaliptol (I,19%) e a-terpineol
(0,75%). No entanto, a CIM de 0,23 mg/ml para S. aureus e E. coli, e 0,83 mg/ml para P.
aeruginosa, e halos de inibicdo (36 mm para S. aureus, 31 mm para E. coli e 21 mm para P.
aeruginosa) divergem dos anteriormente investigados, e isto pode estar relacionado com a
composicdo quantitativa do OE, bem como com a origem hospitalar das cepas bacterianas
testadas neste estudo.

Em artigo de revisdo, Chaieb et al. (2007) descrevem a composicdo e atividades
biologicas do OE de C. aromaticus, tendo retratado diversos perfis de sensibilidade
bacteriana: 10 a 19,66+0,57 mm para 32 cepas de S. epidermidis, 14,66+1,15 mm para S.
aureus ATCC 25923, 13,66+0,57 mm para E. coli ATCC 35218, 9 mm para P. aeruginosa
ATCC 27853. Na caracterizacdo de uma amostra deste tipo de 6leo, reportaram presenca de
eugenol (88,58%), acetato de eugenila (5,62%), p-cariofileno (1,39%) e 2-heptanona (0,93%).

Ainda, ao investigar o potencial antibacteriano do OE de C. zeylanicum in vivo sobre
cepas de Listeria monocytogenes inoculadas em salmdo fresco, Miladi et al. (2007)
observaram acdo bacteriostatica, para as concentracGes de 1% e 2%, nas temperaturas de
refrigeracdo (4°C) e ambiente (25°C). A amostra utilizada apresentou como compostos
principais eugenol (88,6%), acetato de eugenila (5,6%), p-cariofileno (1,9%) e 2-heptanona
(0,9%), composicdo semelhante aquela obtida neste estudo (eugenol (75,85), acetato de
eugenila (16,38), B-cariofileno (4,84), a-humuleno (2,10)). Frente a cepas de S. aureus, E. coli
e P. aeruginosa, obtivemos valores de CIM e halos variados (2, 75 mg/ml e 12 mm, 3 mg/ml
e 15mm, e 30,03 mg/ml e 0 mm, respectivamente).

Isoladamente, cada OE apresenta diversos compostos, e quando dois 6leos sdo
combinados, a interagdo entre as diversas substancias quimicas pode provocar sinergismo,

adicdo ou efeitos antagdnicos, resultados observados por Fu et al. (2007), com combinacfes
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entre o Oleo de alecrim (R. officinalis) e cravo (C. aromaticus). Por combinacdes entre OE e
entre OE com antibidticos poderem alcancar a mesma atividade antibacteriana que 0s
compostos isolados, porém em concentracdes mais baixas, 0 que pode sugerir menores
impactos nos efeitos colaterais para o organismo tratado e menores alteracdes organolépticas
considerando a &rea de alimentos.

Através da metodologia de difusdo por discos (Tabela 4), observa-se que as melhores
combinagdes ocorreram entre os discos contendo 15 ul de OE de R. officinalis e os OE de B.
dracunculifolia (frente S. aureus) e C. aromaticus (frente E. coli) diluidos na proporcéo de '/,
CIMgo, em MHA. Nenhuma atividade inibidora ou sinergistica foi verificada para as cepas de
P. aeruginosa. Situacdo contréria foi verificada nas associa¢des com os discos contendo OE
de B. dracunculifolia, para os quais ndo se formaram halos de inibicéo frente S. aureus e E.
coli. A excecéo ficou por conta da combinacao de discos contendo OE de B. dracunculifolia e
C. aromaticus na proporcéo de “/4 CIMggy no MHA, cuja mediana dos halos de inibicdo para
a combinacédo dos dois OE foi de 11,5 mm, porém, individualmente, nenhuma das sustancias
demonstrou potencial antimicrobiano, através desta metodologia. Frente a S. aureus, o OE de
C. zeylanicum sozinho e combinado apresentou 0 mesmo potencial inibitério, assim como
para P. aeruginosa, que s6 ndo apresentou atividade combinado com o OE de C. aromaticus
diluido em MHA. Curiosamente, a associacdo de OE de C. zeylanicum (disco) e C.
aromaticus diluido no MHA, apresentou a melhor atividade entre as combinacfes testadas
sobre a cepa de E. coli, com mediana dos halos igual a 39 mm. Na avaliacdo do OE de C.
aromaticus no disco, tanto isoladamente como combinado com os demais OE diluidos no
MHA, os halos obtidos foram estatisticamente iguais frente a E. coli, e ausentes para as cepas
de P. aeruginosa. Frente a S. aureus, a maior atividade (20,5 mm) ocorreu com C. aromaticus
(disco) +B. dracunculifolia (ho MHA). Embora o maior potencial antibacteriano tenha sido
alcancado pelos OE de C. zeylanicum e C. aromaticus, podemos inferir também que a
associacdo destes 6leos com os dois outros de menor atividade também alcancaram resultados
positivos. Segundo Lis-Balchin et al. (1997), na mistura de um OE com elevada atividade
inibitoria e outro de atividade moderado pode ocorrer efeito inibidor significativo, ao passo
gue combinag6es entre OE de atividades inibidoras elevadas podem ndo apresentar qualquer
aumento da acdo antibacteriana.

A administracdo conjunta de antibidticos e OE pode ser uma alternativa no tratamento de
infeccBes causadas por cepas bacterianas multirresistentes. Embora P. aeruginosa e E. coli
sejam naturalmente resistentes a droga oxacilina (OXA), testamos discos de 1 pg de OXA

combinados com os OE, objetivando mudanca na atividade do antibidtico, porém, ndo ocorreu
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interacdo entre as substancias e nem a formacao de halo de inibicdo. Frente as cepas MRSA
(resistentes a OXA), no entanto, com o uso dos discos da droga na presenca do OE de B.
dracunculifolia e C. aromaticus diluidos no MHA, houve atividade sinérgica com formacéo
de halos aproximadamente quatro vezes maior aqueles obtidos com o uso do antibiético
sozinho. Verificou-se sinergismo também entre TET e OE de B. dracunculifolia e C.
aromaticus quando estes foram diluidos no MHA, tendo obtidos valores das medianas de 34,5
e 37,5 mm, respectivamente, frente S. aureus (Tabela 5). Embora sem diferencas estatisticas,
ocorreram situacbes em que o Controle (quando a substancia foi empregada sozinha)
apresentou efeito inibitério maior que algumas combinagdes, como verificado nos ensaios
com discos de R. officinalis frente a S. aureus e C. zeylanicum frente a E. coli, e TET frente a
S. aureus e P. aeruginosa. D’Arrigo et al. (2010) reportaram que o0 sinergismo entre OE e
antibioticos pode ser resultante de acdo dos OE sobre a membrana bacteriana, permitindo uma
maior interacdo do antibidtico com o microrganismo, embora a acao resultante dos efeitos
causados sobre varias moléculas alvo da bactéria ao mesmo tempo também possa ter um

efeito de indiferenca ou mesmo antagonismo sobre o efeito inibidor.



Tabela 5. Inibi¢do reportada para as combinagdes entre OE frente a S. aureus (n=10).

S. aureus Combinag0es Taxa de inibi¢do
ClIMgoe C. aromaticus  as trés concentragdes dos OE de canela, 100%
(Cravo) alecrim e alecrim do campo
Y CIMgoy, C. aromaticus  ClMgg, Canela 100%
ClIMgo alecrim do campo 80%
Y2 e Y4 ClIMggy, alecrim do campo 60%
Y2 e Y4 de ClMggq, canela, ClMggy, € %2 40%
ClIMgqg, alecrim
Y4 ClMggo, 30%
Y4 ClMggy, C. aromaticus  ClMggy, Canela 100%
ClIMgo alecrim do campo 80%
Y2 e Y4 ClIMggy, alecrim do campo 60%
Y ClMgge, canela 20%
% ClMgge, canela, ¥2 ClMggy, alecrim 10%
ClMggy, € ¥4 ClMgge alecrim 0%
ClMgoy C. zeylanicum  as trés combinagGes dos OE de alecrim e 100%
(Canela) alecrim do campo
% ClIMgos, C. zeylanicum  ClIMggy, alecrim do campo 40%
Y2 ClMggy, alecrim do campo 20%
ClMgge, ¥2 € ¥ ClMggy, alecrim, Ya 10%
ClIMgo alecrim do campo
Y4 ClMggy, C. zeylanicum  CIM90% alecrim do campo 40%
Y2 e Y4 ClIMggy, alecrim, %2 e ¥4 CIMgog, 10%
alecrim do campo
ClIMgoq, alecrim 0%
ClIMgoe R. officinalis ClIMgo alecrim do campo 70%
(Alecrim)
Y ClMyggy, alecrim do campo 40%
Y4 ClIMgqy, alecrim do campo 10%
% ClMggy, R. officinalis ~ ClIMgge, alecrim do campo 70%
Y ClMyggy, alecrim do campo 20%
Y4 ClIMgqy, alecrim do campo 10%
Y4 CIMgoy R. Officinalis ~ ClMoggy, alecrim do campo 70%
Y ClMyggy, alecrim do campo 20%
ClIMgo, alecrim do campo 0%
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Tabela 6. Inibicdo reportada para as combinagdes entre OE frente a E. coli (n=10).

E. coli CombinagOes Taxa de inibicdo
ClMggy, C. aromaticus  ClMggg, ¥2 € ¥4 ClMgge, canela e alecrim 100%
(Cravo)
Ya ClMggy, alecrim do campo 50%
Y2 ClMggy, alecrim do campo 10%
ClIMgo alecrim do campo 0%
% ClMgoy, C. aromaticus ClMggy, ¥2 € ¥4 CIMgge, canela e alecrim 100%
ClMggw, ¥2 € ¥4 ClMggy, alecrim do 0%
campo
% ClMgge C. aromaticus ClMggy, canela, ClMgge, ¥2 € ¥4 ClMggy 100%
alecrim
Y ClMgge, canela 90%
Y ClIMgqy, canela 80%
ClMoge, ¥2 € ¥4 ClMgge, alecrim do 0%
campo
ClIMgoe, C. zeylanicum  ClMgg, € ¥2 CIMgo, alecrim, %2 e Y4 100%
(Canela) ClMggy, alecrim do campo
Y ClMaggo, alecrim 90%
ClIMgo, alecrim do campo 40%
Y ClMggy, C. zeylanicum  ClMggy, € %2 ClMggy, alecrim 100%
Y ClMaggo, alecrim 90%
ClMgoy, Y2 € ¥4 ClIMggy, alecrim do 0%
campo
Y4 ClMggy, C. zeylanicum  ClMggy, € %2 ClMggy, alecrim 100%
Y4 ClMgoy, alecrim 70%
ClMggo, Y2 € ¥a ClMgge, alecrim do 0%
campo
ClMgoy R. officinalis % ClMggy, alecrim do campo 60%
(Alecrim)
Y2 ClMggy, alecrim do campo 50%
ClIMgo alecrim do campo 20%
Y CIMgoy R. officinalis % ClMggy, alecrim do campo 10%
ClIMgoe, € ¥2 ClMggy, alecrim do campo 0%
Y4 ClMgoy R. officinalis  ClMgg, Y2 € ¥4 ClMgge, alecrim do 0%

campo
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Tabela 7. Inibi¢do reportada para as combinagdes entre OE frente a P. aeruginosa (n=10).

P. aeruginosa

Combinag0es

Taxa de inibicdo

ClMggy, C. aromaticus
(Cravo)

% ClMggs, C. aromaticus

Y ClMgge, C. aromaticus

ClIMgos C. zeylanicum
(Canela)

% ClMggy, C. zeylanicum

Y4 CIMgo, C. zeylanicum

ClMgoy R. officinalis
(Alecrim)
% ClMggs, R. officinalis

Y4 ClMggs, R. officinalis

Y2 ClMggy, canela

ClIMgos, canela

Y4 ClMggy, alecrim

Y ClMggy, canela, ClMggy, alecrim, %2
ClIMgo alecrim do campo

% ClMgge, alecrim, ClMggy € ¥4 ClMggy
alecrim do campo

ClIMgos, canela

%% ClMgg, canela

Y ClMgge, canela, ¥4 ClMgge, alecrim, %2
ClIMgo, alecrim do campo

ClIMgo alecrim do campo

com ClMggy, € ¥2 ClMgqy, alecrim, %
ClIMgo alecrim do campo

ClMgge, € Y2 ClMgoe canela

Y ClMggs, canela

Y4 ClMgge, alecrim

ClMggy € Y2 ClMgge alecrim, % ClMggy
alecrim do campo

ClIMgoe, € ¥4 ClMgy, alecrim do campo
ClIMgoo, € ¥a ClMggy, alecrim

Y2 ClMggy, alecrim

ClIMgoe € ¥2 ClMggy, alecrim do campo
Y4 CIMgoy, alecrim do campo

ClMggo, € Y2 CIMgges alecrim, ClMggy
alecrim do campo

Ya ClMggy, alecrim, %2 e ¥4 ClMggy,
alecrim do campo

ClIMgoo, € ¥a ClMgoy, alecrim

Y2 ClMgoos, alecrim, ClMgge, € Y2 CIMgges
alecrim do campo

Y4 ClIMgqy, alecrim do campo

ClIMgo alecrim do campo

Y% e Y4 CIMggy, alecrim do campo
ClMgow, ¥2 € ¥4 CIMgoy, alecrim do
campo

ClMgow, ¥2 € ¥4 CIMgoy, alecrim do
campo

100%
90%
80%
70%

60%

100%
80%
70%

60%
50%

90%
60%
50%
40%

30%
50%
40%
20%
10%
20%

10%

20%
10%

0%
20%
10%

0%

0%
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Frente a E. coli (Tabela 6), verifica-se melhor atividade para as combinagdes que
incluem os OE de C. aromaticus e C. zeylanicum. Entretanto, algumas misturas que
alcancaram 100% de inibicdo das cepas apresentam quantidades correspondentes a ClMggy, de
OE, o que tornam mais promissores os resultados equivalentes obtidos com o emprego de
menores concentracdes de OE. E o caso das combinagdes de % CIMggy C. aromaticus + ¥a
CIMggy, C. zeylanicum, ¥ ClMggy C. aromaticus + % ClMggy, R. officinalis, ¥ ClMggy, C.
zeylanicum + % ClMggy, R. oOfficinalis. Estas observacdes reforcam que a competicdo de varias
substancias por uma mesma molécula alvo pode resultar em atividade antagbnica, diminuindo
o efeito antibacteriano dos OE misturados em grandes propor¢des (D’Arrigo et al., 2010).

Apesar da maioria dos trabalhos na literatura descreva uma maior sensibilidade a acéo
de bactérias Gram-positivas frente a produtos naturais em comparacdo com Gram-negativas,
observa-se na Tabela 5 que as cepas de S. aureus testadas s6 foram 100% inibidas por
misturas contendo a quantidade equivalente a ClMgq, de pelo menos um dos 6leos, ndo sendo
possivel afirmar que a acdo antimicrobiana ocorreu pela acdo dos dois OE ou s6 daquele
presente em maior quantidade, embora algumas cepas ndo tenham sido inibidas pela CIMggo,
obtida previamente ao serem testadas através de microdiluicdo. Assim sendo, os melhores
resultados desconsiderando aqueles obtidos nestas condi¢cdes foram os obtidos pela mistura de
Y4 CIMgoy, de C. aromaticus + % ClMggy, de B. dracunculifolia, com inibicdo de 60% das
cepas testadas. As combinagcbes Y2 ClMggy, de C. aromaticus + %2 e ¥ ClMgoy, de B.
dracunculifolia e ¥ CIMgyy, de C. aromaticus + % ClMggy, de B. dracunculifolia tambem
mostraram 0 mesmo resultado, porem com o emprego de concentra¢fes maiores de OE.

Por geralmente apresentar resisténcia a antimicrobianos, a espécie P. aeruginosa
demonstrou sensibilidade de 100% somente nas combinaces contendo a concentracdo
equivalente a ClMggy, de pelo menos um dos OE testados (Tabela 7). Como o objetivo do
estudo foi identificar as combinacGes com baixas concentracdes e com alto potencial de acéo
inibidora, as misturas %2 CIMggy, de C.aromaticus + ¥2 ClMggy, de C. zeylanicum e ¥ ClMgoy,
de C. aromaticus + % ClMgyy, de C. zeylanicum apresentaram as melhores atividades, com
inibicdo de 80 e 90% das linhagens, respectivamente.

As combinacg6es entre os OE de C. aromaticus e C. zeylanicum mostraram maior atividade
antibacteriana frente as cepas Gram-positivas e Gram-negativas, 0 que concorda com 0S
resultados apresentados na literatura. Gruenwald et al. (2010) descrevem o potencial
antimicrobiano do OE de C. zeylanicum e do cinamaldeido, principal componente majoritario
do dleo, frente a diversas espécies bacterianas. Ambas as substancias sdo sugestivamente

bactericidas por provocarem danos na membrana das bactérias. Da mesma forma, o OE de C.
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aromaticus e seu principal constituinte, usualmente o eugenol, apresentam forte atividade
microbiana, tendo sido testados em ensaios in vitro contra bactérias patogénicas, obtendo
resultados significativos também contra bactérias Gram-positivas e negativas (Chaieb et al.,
2007). Tais afirmagBes podem ser comprovadas através das curvas de sobrevivéncia descritas
para estes dois OE frente cepas ATCC (Figuras 1, 2 e 3), que demonstraram perfil bactericida
em periodo de 24 horas, tendendo a zerar a contagem de UFC/ml em alguns casos (OE de C.
aromaticus isolado e combinagdo de % CIMggy, de C. aromaticus + C. zeylanicum para S.
aureus, e OE de C. zeylanicum para E. coli).

Staphylococcus aureus

i
o

’,_,/' ¢ —4— Controle

/ == . aromaticus
-/ AT e . ZEVIGNICUM
I /7._4 —
- # - i . officinalis

e B, dracunculifolia

. \ = C. aromaticus+C. zeylanicum
i

LS — C.aromaticus+R. officinalis
\‘/ \ C. aromaticus+B. dracunculifolia
\ . zeylanicum+R. officinalis
\-ﬂf . zeylanicum+B. dracunculifolia

0 3 6 g 12 15 18 21 24 R. officinalis+B. dracunculifolia

Log de UFC/ml
O B N W R U1 N e W

Tempo (horas)

Figura 1. Curva de sobrevivéncia descrita para S. aureus (ATCC 25923) frente aos 6leos

essenciais e suas misturas nas proporgdes de ¥ dos respectivos valores de ClMggy.
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Escherichia coli
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia descrita para E. coli (ATCC 25922) frente aos 6leos

essenciais e suas misturas nas proporc¢oes de ¥ dos respectivos valores de CIMggy.

Pseudomonas aeruginosa
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia descrita para P. aeruginosa (ATCC 27853) frente aos 6leos

essenciais e suas misturas nas propor¢des de ¥4 dos respectivos valores de ClMggy.
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Assim, o presente estudo demonstrou o potencial de sinergismo entre os 0leos
essenciais, sendo a combinacéo entre amostras de um mesmo OE uma possivel solucéo para
se alcancar a padronizacdo dos principios ativos de fitoterapicos. Ainda, combinagdes entre
OE de diferentes espécies de plantas cuja atividade isolada é fraca podem favorecer o
desenvolvimento de antimicrobianos com potencial antimicrobiano significativo, como
demonstrado nas misturas de Rosmarinus officinalis e Baccharis dracunculifolia sobre S.
aureus. Novas combinacdes entre OE devem ser testadas, bem como podem ser realizados
ensaios utilizando-se compostos isolados de éleos essenciais, principalmente os considerados

majoritarios.

3. Parte experimental

3.1. Obtencéo das plantas

As amostras de cravo da india (Caryophyllus aromaticus L. — inflorescéncias) e de canela
(Cinnamomum zeylanicum L. - cascas) foram adquiridas em estabelecimento comercial na
cidade de Botucatu/SP, Brasil. A amostra de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) foram
coletadas na forma fresca em jardim de plantas medicinas pertencente a empresa Grupo
Centroflora, da cidade de Botucatu, S&o Paulo, enquanto a coleta de alecrim do campo
(Baccharis dracunculifolia DC.) foi realizada em area no distrito de Rubido Junior,
Botucatu/SP. As amostras que nao foram obtidas no comercio foram identificadas pelo Prof.
Dr. Luiz Roberto Hernandez Bicudo, e suas exsicatas (BOTU 26038-alecrim e BOTU 25795-
alecrim do campo) foram depositadas no Herbario Prof?. Dr2. Irina Delanova Gemtchujnicov,
sob responsabilidade do Departamento de Botanica/IBB/ UNESP/Botucatu.

3.2. Oleos essenciais (OE) e caracteriza¢do quimica

Os OE foram obtidos atraves da metodologia de hidrodestilacdo por arraste a vapor, realizada
em equipamento tipo Clevenger, (marca Marconi, modelo M480) (Sol6rzano-Santos &
Miranda-Novales, 2011). Apés a extracdo, foram calculados o rendimento e a densidade dos
Oleos extraidos (Xavier et al., 2011). Considerando que no estudo propusemos a verificacao
de sinergismo entre Oleos essenciais, foram preparadas misturas empregando-se os valores
correspondentes a ¥z da ClMggq, obtidos para cada 6leo, de forma a serem preparadas misturas
equivalentes a 1:1. Desta forma, a caracterizacdo quimica de cada OE, e respectivas misturas,
foi realizada em espectrofotdmetro de massas acoplado a um cromatdgrafo gasoso (CG-EM),
marca Shimazu, modelo QP5050A, de acordo com as condigdes operacionais: coluna capilar

CBP-5 (50m x 0,25mm), temperatura do injetor 250°C, temperatura da coluna 250°C, e hélio
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(He) como gas de arraste. A energia de impacto (El) utilizada na EM foi de 70 eV. A
identificacdo dos compostos presentes nos 0leos essenciais foi feita através da analise dos
espectros de massa, consulta a biblioteca NIST (National Institute of Standards and
Technology - Mass Spectral Library) e com base na literatura (Adams, 2007).

3.3. Linhagens bacterianas

Foram testadas bactérias de isolados clinicos, e cepas padroes ATCC, mantidas congeladas a -
70°C no Departamento de Microbiologia e Imunologia/IBB/UNESP, sendo estas
Staphylococcus aureus (16 meticilina resistentes (MRSA), 15 meticilina sensiveis (MSSA) e
ATCC 25923), Escherichia coli (15 linhagens e ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (15
linhagens e ATCC 27853). As amostras MRSA e MSSA foram identificadas por biologia
molecular (gene mecA) e fenotipicamente, com o uso de discos de oxacilina (1ug) e
cefoxitina (30 pg) (Al-Ruaily &. Khalil, 2011). As demais linhagens foram submetidas a
testes de pureza e viabilidade antes de serem utilizadas, sendo mantidas em refrigeracéo (a

4°C), em estoque de caldo de cerebro e coracdo (BHI) acrescido de Agar.

3.4. Ensaios para determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A sensibilidade das linhagens microbianas frente aos 0leos essenciais foi determinada através
da diluicdo em Agar Mueller Hinton (MHA-Difco), de acordo com as normas instituidas pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Foram elaboradas placas de Petri
com MHA e concentragdes de 0,025% a 10%v/v de OE e 0,5% de Tween 80, visando a
diluicdo dos 6leos de forma homogénea dos OE no meio de cultura. As linhagens bacterianas
foram inoculadas em caldo Cérebro e Coracdo (BHI-Difco) e incubadas a 37°C/24 horas,
sendo padronizadas posteriormente na escala 0,5 McFarland para a obtencdo de suspensées
com cerca de 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/ml). As linhagens estudadas foram
inoculadas nas placas de Petri com o auxilio de um multi-inoculador de Steer, e a leitura da
CIM foi feita apos 37 C/24 horas, pela observacdo de presenca ou auséncia de coldnias para
cada linhagem. Os dados obtidos foram transformados em mg/ml, sendo calculados os valores
de CIMggy, para cada grupo de microrganismos avaliado. Como controle positivo, as bactérias
foram semeadas em placas de MHA contendo 0,5% de Tween 80, sem acréscimo dos OE.
Foram testadas 16 cepas para cada espécie bacteriana, sendo 15 cepas isoladas de casos

clinicos, e uma cepa ATCC.
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3.5. Sinergismo entre os 6leos essenciais e com drogas antimicrobianas convencionais

Nos ensaios para verificagdo de sinergismo entre os OE foram utilizadas 10 cepas escolhidas
levando em conta a proximidade com o valor de CIM obtido para a cepa, e o valor de CIMgog
obtido para cada uma das trés espécies mencionadas, sendo que para S. aureus foram testados
quatro MRSA, cinco MSSA e ATCC 25923, nove E. coli e ATCC 25922, e nove P.
aeruginosa e ATCC 27853. O sinergismo entre 0s quatro Oleos essenciais foi avaliado
segundo adaptacdo da metodologia de difusdo em discos (Kirby & Bauer) e da microdiluigdo
em caldo Cérebro e Coracdo (BHI), enquanto para avaliar o sinergismo entre os OE e dois
antimicrobianos convencionais (oxacilina - OXA e tetraciclina - TET) foi utilizada apenas a
metodologia da difusdo através de discos. Ainda, como forma de acompanhar a atividade dos
6leos isoladamente e combinados entre si, foram realizados ensaios para obtencdo das curvas
de sobrevivéncia, sendo nesta ocasido testadas apenas as respectivas cepas padroes ATCC

empregadas nos outros ensaios.

3.5.1. Metodologia dos discos (Kirby & Bauer)

Foram preparados cinco grupos de placas de Petri contendo Mueller Hinton Agar (MHA) e
0,5% de Tween 80. O primeiro grupo foi considerado como controles positivos do
experimento, pois ndo houve acréscimo de 6leo essencial no MHA. Apds semeadura de cada
cepa selecionada (10 ao todo para cada bactéria) foram colocados na superficie destas placas
discos de papel de filtro (6 mm) contendo volume de 15 pl de cada 6leo além de um disco de
cada droga selecionadas (OXA e TET- OXOID). Todos o0s ensaios desta etapa seguiram a
padronizacdo utilizada em Kirby e Bauer, ou seja, crescimento em BHI a 37°C/18-24 horas;
padronizagdo na escala 0,5 de McFarland; incubacéo a 37°C/24 horas e leitura dos halos de
inibicdo (em milimetros). Quanto aos quatro grupos de placas restantes, foram feitas mistura
de cada um dos quatro 6leos com o MHA em concentragdes correspondentes a ¥ da ClMgog,
obtidas previamente para cada OE. Tal como feito com o grupo controle, cada grupo de placa
foi semeado com uma cepa de cada bactéria, seguido da colocacdo dos discos de papel (6
mm) contendo 15 pl de 6leo essencial, com excecdo daquele ja misturado ao MHA, ou seja,
trés discos no total, e um disco de OXA (1 pg) e umde TET (30 ug), seguida de incubacédo e

leitura dos halos de inibicéo.

3.5.2. Metodologia da microdilui¢ao
Nesta etapa do estudo utilizou-se a metodologia da microdiluigdo para avaliar o sinergismo

entre os Oleos, através da mistura entre os 0leos essenciais para obter combinagdes como
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ClMgoy + ClMgog, ClIMggy, + %2 ClMgge, ClMggy, + ¥4 ClIMgges, Y2 CIMggy, + ¥4 ClMggo, € Y4
CIMgoy + ¥4 ClIMgoe. Assim, cada well (poco) da placa utilizado era preenchido com 200 pl
de BHI acrescido de 0,5% de Tween 80, as concentracdes dos 6leos de cada combinagdo (em
pl) e dois pl das suspensdes bacterianas na escala 0,5 McFarland. Ap6s incubacédo (37°C/24
horas), a leitura foi feita pela adicdo de 50 ul de solucdo de resazurina a 0,01%, sendo em
sequida verificada a mudanga de cor, ou seja, 0S pogos que mantiveram a coloracdo azul
foram considerados livres de crescimento bacteriano e 0s poc¢os nos quais houve mudanca, a

coloracdo rosa indicou crescimento bacteriano (Andreu et al., 2011; Oldoni et al., 2011).

3.5.3. Curvas de sobrevivéncia

Finalizando os estudos para verificagdo de sinergismo, foram realizados ensaios para
obtencdo de curvas de sobrevivéncia testando-se a atividade dos OE isoladamente e
combinados frente as respectivas cepas padroes ATCC de cada espécie bacteriana. Foram
preparados erlenmeyers contendo volumes finais de 20 ml, sendo este volume a somatoria de
BHI acrescido de 0,5% v/v de Tween 80, os OE nas concentracdes relativas a ClMggy, (para
0s Oleos isoladamente) e ¥4 da CIMgoy, de cada Oleo (nas respectivas combinacgdes entre 0s
Oleos testados). Como controle dos experimentos, foi utilizado erlenmeyer com BHI e 0,5%
de Tween 80, sem o acréscimo de Gleo. Cada erlenmeyer foi inoculado com dois pl de
suspensdo bacteriana padronizada na escala 0,5 McFarland, para obtencdo de concentracéo
bacteriana ao redor de 10°-10° UFC/mL e aliquotas de 0,1 ml foram tomadas nos tempos O,
1,5, 3, 6,9, 12 e 24 horas de incubacao (37°C/24 horas), sendo feitas diluicGes em salina (1
ml: 9 ml) quando necessario, seguida de plagueamento pela técnica em profundidade (Pour
Plate) em placas de MHA. Apo6s incubacdo destas sub-culturas (37°C/24 horas) foram
realizadas leituras objetivando a contagem das colonias utilizando contador de coldnias
(marca Phoenix), e calculos dos respectivos log de UFC/ml. Os resultados foram plotados em
gréaficos para comparacdo entre os valores obtidos para os controles, frente aos OE

isoladamente e nas combinacdes previstas.

3.6. Andlise estatistica

Para a analise comparativa entre os tratamentos, foi empregado o software estatistico SAS
(versdo 9.0), licenciado pela UNESP (2009). Através do teste de Kruskal-Wallis., foram
consideradas diferencas estatisticas significativas nas situagdes em que p<0,05, evidenciando

a diferenca de potencial antibacteriano entre os 0leos testados.
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Anexo 1: Cromatograma do OE de Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo) obtido por
analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- a-pineno
(2,53), 2- B-pineno (4,24), 3- B-mirceno (1,22), 4- limoneno (6,93), 9- B-cariofileno (3,23),
11- isocariofileno (1,21), 13- germacreno D (7,09), 14- germacreno B (7,62), 21- nerolidol
(25,84), 23-espatulenol (13,14), 29- 5-cadinol (4,11).
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Anexo 2: Cromatograma do OE de Caryophyllus aromaticus (cravo da India) obtido por
analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- eugenol
(75,85), 2- B-cariofileno (4,84), 3- a-humuleno (2,10), 4-acetato de eugenila (16,38).
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Anexo 3: Cromatograma do OE de Cinnamomum zeylanicum (canela) obtido por analise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 3- a-pineno (0,38), 4-
canfeno (0,18), 6- B-pineno (0,21), 7- limoneno (0,33), 8 - eucaliptol (1,19), 9- linalol (0,21),
11- borneol (0,23), 12- terpinen-4-ol (0,58), 13- a-terpineol (0,75), 15, 16, 17- cinamaldeido
(86,31), 19- eugenol (0,23), 22- acetato de cinamila (4,83).
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Anexo 4: Cromatograma do OE de Eugenia uniflora (pitanga) obtido por analise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-mirceno (0,28), 2-
ocimeno (0,38), 3-terpinoleno (0,56), 4- B-elemeno (4,11), 5- B-cariofileno (6,51), 8- a-
cariofileno (0,31), 23- espatulenol (0,50), 27 - selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (30,10), 33-
epoxido de selina 1,3,7 (11) trien-8-ona (21,89).
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Anexo 5: Cromatograma do OE de Matricaria recutita (camomila) obtido por analise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-elemeno (0,38), 2-
cariofileno (13,59), 4- o-farneseno (3,04), 5- azuleno (0,38), 6- germacreno (0,78), 7-
espatulenol (0,80), 9- 6xido de bisabolol (11,98), 11- a-bisabolol e 6xido de bisabolona

(15,71), 12- camazuleno (31,48).

TIC 1 17 129696443
1
4
|
{
q |
3 7 {
o
1
T |
i 25
i1
e | |
| | |
| 20 23 i
1 R i 'ﬁ
. |
J! il | | 1 | 24
ol s 13 fg;),,‘s 5
Il sef |H f 4;
R Sl]’ 112 16 | % | H 27281 30
e[ el L UL BLARRY u_,uﬁ,b Lol PRI el o T ‘Jw’ ?L,M,‘)‘ L ATRR L e e e

T T T T T - .
10 20 30 40 50 60

Anexo 6: Cromatograma do OE de Rosmarinus officinalis (alecrim) obtido por analise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- a-pineno (10,37), 2-
canfeno (3,64), 3- B-pineno (5,27), 4- mirceno (11,19), 5- a-felandreno (0,21), 10- limoneno
(21,01), 11- y-terpineno (1,71), 14, 15- linalol (1,15), 17- cénfora (27,51), 19- isoborneol
(2,10), 23- verbenona (3,0), 25- 25-B-cariofileno (4,60).



92

TIC
1 246130354

10
15

JJ«M 1o

1 2@ 23

BN

L

1
T Y T ¥ T T T T T
10 15 20 25

"0 35 s

Anexo 7: Cromatograma do OE de Vernonia polyanthes (assa peixe) obtido por analise em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1- B-pineno (0,96), 2-
carvacrol (0,74), 4- copaeno (3,59), 6- elemeno (9,39), 8- e-cariofileno (16,02), 10-o-

cariofileno (14,34), 13- germacreno D (27,79), 15- germacreno B (15,01), 18- espatulenol
(0,96), 20- 5-cadinol (0,52).
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Anexo 8: Cromatograma da combinacdo entre os OE de B. dracunculifolia e C. aromaticus
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1-
a-pineno (0,77), 2- B-pineno (1,42), 3- B-mirceno (0,42), 4- limoneno (2,34), 5- eugenol
(42,04), 7- B-cariofileno (2,91), 11- germacreno D (4,90), 13- germacreno B (4,66), 16-
acetato de eugenila (3,47), 17- nerolidol (15,02), 19- espatulenol (5,11), 24- 5-cadinol (1,52).
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Anexo 9: Cromatograma da comblnagao entre os OE de B. dracunculifolia e C. zeylanicum
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1-
a-pineno (0,96), 2- B-pineno (1,59), 3- B-mirceno (0,45), 4- limoneno (2,64), 5- eucaliptol
(0,55), 6- linalol (0,26), 7- borneol (0,22), 8- terpinen-4-ol (0,29), 9- a-terpineol (0,37), 11,
12, 13- cinamaldeido (40,25), 15- eugenol (0,38), 17- B-cariofileno (2,03), 19- acetato de
cinamila (2,67), 22-germacreno D (5.05), 23- germacreno B (4,94), 29- nerolidol (13,21), 31-
espatulenol (5,69), 37- 6-cadinol (2,21).
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Anexo 10: cromatograma da combinacdo entre os OE de B. dracunculifolia e R. officinalis
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 1-
a-pineno (6.75), 2- canfeno (1,95), 3- B-pineno (4,95), 4- mirceno (6.06), 8- limoneno (14,26),
9- d-terpineno (0,74), 12- canfora (11,88), 13- isoborneol (0.70), 16- verbenona (1,24), 19- B-
cariofileno (3,88), 29- nerolidol (13,57), 32- espatulenol (4,71), 38- 56-cadinol (1,71).
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Anexo 11: cromatograma da combinagdo entre os OE de e R. officinalis e C. aromaticus
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).1-
. a-pineno (3,53), 3- B-pineno (1,96), 4- mirceno (3,90), 6- limoneno (6,84), 8- canfora (9,68),

10- isoborneol (0,77), 12- verbenona (1,23), 15- eugenol (45,56), 18- p-cariofileno (4,35), 26-
acetato de eugenila (8,77).
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Anexo 12: Cromatograma da combinacdo entre os OE de e R. officinalis e C. zeylanicum
obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 3-
a-pineno (4,81), 4- canfeno (1,75), 6- B-pineno (2,48), 7- mirceno (4,89), 12- limoneno (9,23),
18- céanfora (11,98), 20- isoborneal (0,58), 24- verbenona (1,32), 26, 27- cinamaldeido
(46,87), 28- eugenol (0,15), 30 - p-cariofileno (2,59), 31- acetato de cinamila (2,95).
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Anexo 13: cromatograma da combinacdo entre os OE de e C. aromaticus e C. zeylanicum

obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). 3-

a-pineno (0,16), 5- eucaliptol (0,49), 11, 12, 13- cinamaldeido (38,22), 17- eugenol (39,44),

21- B-cariofileno (1,30), 22- acetato de cinamila (3,96), 28- acetato de eugenila (7,80).

Anexo 14: Foto do ensaio para avaliacdo da concentracdo inibitoria minima do OE de E.
uniflora frente S. aureus.
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Anexo 15: Foto do ensaio para avaliagdo da concentracdo inibitoria minima do OE de M.
recutita frente a Salmonella spp.

mo com OF de cravo

smo com OE de aleeri

sinergismo com OE de alecrim

Pseudomonas aeruginosa
Staphyloccocus aureus MSSA

Anexo 16: Foto dos ensaios para verificacdo de sinergismo com o OE de R. officinalis frente
a P. aeruginosa (esquerda) e com os OE de B. dracunculifolia, C. aromaticus, C. zeylanicum
e R. officinalis frente a cepa MSSA (direita).
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sinergismo com OE de Baccharis

Anexo 17: Foto do ensaios para verificacdo de sinergismo com o OE de B. dracunculifolia
frente a cepa E. coli. Observacédo: em todas as placas que ndo as do ensaio Controle (sem
diluicio de OE no Agar), a disposicdo dos discos, a partir da seta, segue: OE de C.
aromaticus, oxacilina (OXA), OE de B. dracunculifolia, OE de R. officinalis, OE de C.
zeylanicum, e ao centro, tetraciclina (TET).
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Anexo 18: Diagramacdo dos ensaios para verificacdo do sinergismo entre os OE de B.
dracunculifolia, C. aromaticus, R. officinalis, e C. zeylanicum, onde foram testadas 10
linhagens de S aureus, E. coli e P. aeruginosa através da metodologia da microdiluicéo.
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Pseudomonas aeruginosa

Anexo 19: Foto de placa do ensaio para cepa de P. aeruginosa S2693/10 antes de ser revelada
com a resazurina (figura no alto), e depois de revelada, onde se observa o crescimento

bacteriano (nos pogos roseos — figura de baixo).
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Anexo 20: Foto de placa do ensaio para cepa de E. coli EC9 (figura acima) e S. aureus ATCC
25923 (figura de baixo). A seguir, as leituras feitas para todas as cepas testadas.
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Anexo 21. Planilha com resultados obtidos para Staphylococcus aureus nos ensaios de

sinergismo utilizando a metodologia da diluicdo em microplacas de 96 pocos.
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N — Auséncia de crescimento, P — crescimento positivo, R1,
S2, S3, S4 e S5 (MSSA),.ATCC 25923-linhagens testadas.
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Anexo 22. Planilha com resultados obtidos para Escherichia coli nos ensaios de
sinergismo utilizando a metodologia da diluicdo em microplacas de 96 pocos
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Anexo 23. Planilha com resultados obtidos para Pseudomonas aeruginosa nos ensaios
de sinergismo utilizando a metodologia da diluicdo em microplacas de 96 pogos
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