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RESUMO

ROSA, L.L. Atividade antibacteriana do Isoeugenol frente cepas clinicas de
Staphylococcus aureus, 2018. 60p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, area de concentracdo: Farmacologia)
CCS/UFPB, Joéo Pessoa.

Staphylococcus aureus sdo microrganismos de grande importancia clinica, pois
sdo um dos principais agentes responsaveis por infeccdes bacterianas, tanto no
ambiente hospitalar como na comunidade, e apresentam grande resisténcia aos
antibioticos. Sabendo que bactérias resistentes a multiplas drogas representam
um desafio para o tratamento das infeccbes é necessario encontrar novas
substancias com propriedades antimicrobianas que sejam eficazes no combate
a estes microrganismos. Na busca de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento dessas infec¢des, 0s produtos naturais de origem vegetal constituem
umas das mais importantes fontes de novas substancias que podem ser
utilizadas para estes fins, destacando os 6leos esséncias e seus fitoconstituintes,
como o Isoeugenol, um fenilpropanoide. Diante disso, foi avaliada a atividade
antibacteriana do isoeugenol frente cepas clinicas de Staphylococcus aureus
através de ensaios realizados in vitro: Determinacdo da Concentragao Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM), avaliacéo do efeito da
substancia sobre a cinética de crescimento microbiano (time-kill) e estudos de
associacao do isoeugenol com antibiético padrao (gentamicina). Na avaliacédo da
atividade antibacteriana, o isoeugenol apresentou CIM de 512 uyg/mL e na CBM
houve crescimento do microrganismo em todas as concentracdes. No ensaio de
cinética de morte microbiana (time-kill), o isoeugenol demonstrou atividade
bacteriostatica que ndo dependente da concentracdo, jA que o aumento da
mesma nao provoca aumento significativo da atividade. A associacdo do
fenilpropanoide com a gentamicina mostrou que para a cepa clinica de S. aureus
S.A-116 a associac¢dao resultou em um efeito sinérgico, e para a cepa ATCC-150
efeito de aditividade ou indiferenca. Com isso, 0s resultados desse estudo
sugerem que o isoeugenol apresenta atividade antibacteriana frente cepas de S.
aureus, seja de forma isolada ou em associagdao com o antimicrobiano padréo.

PALAVRAS-CHAVE: Infeccbes, atividade antibacteriana, Isoeugenol, Oleos
esséncias, Staphylococcus aureus, sinergismo, aditividade, aminoglicosideos.



ABSTRACT

ROSA, L.L. Atividade antibacteriana do Isoeugenol frente cepas clinicas de
Staphylococcus aureus, 2018. 60p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, area de concentracdo: Farmacologia)
CCS/UFPB, Joéo Pessoa.

Staphylococcus aureus are microorganisms of great clinical importance, as they
are the main agents responsible for bacterial infection, both hospital and
community, and are highly resistant to antibiotics. What is resistant to resistance
to a challenge for the protection process are the antimicrobial characteristics that
are effective in combating these microorganisms. In search of new therapeutic
alternatives for the treatment of infections, vegetable products of plant origin can
be important sources of new substances that can be used for these flippers, such
as essences and their phytochemicals, such as Isoeugenol, a phenylpropanoid.
Therefore, the antibacterial activity of isoeugenol against clinical strains of
Staphylococcus aureus was evaluated through in vitro assays: Determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bacterial Concentration
(MBC), determining the efficacy of the concentration on growth kinetics microbial.
(time-kill) and association studies of isoeugenol with standard antibiotic
(gentamicin). In the evaluation of the antibacterial activity, isoeugenol presented
MIC of 512 pg / mL and in the CBM there was growth of the microorganism in all
the concentrations. In the assay of death microbial (time-kill), isoeugenol showed
bacterial activity that did not depend on the concentration, since the increase of
the same did not provoke a significant increase of the activity. The association of
phenylpropanoide with gentamicin was promoted for a clinical treatment of S.
aureus S.A-116. With this, the results are studied with the use of isoeugenol
presents antibacterial activity against S. aureus, either alone or in association
with the antimicrobial standard.

KEY WORDS: Infections, antibacterial activity, isoenugenol, essential oils,
Staphylococcus aureus, synergism, additivity, aminoglycosides
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1 Introducéo

As doencas infecciosas sdo causadas por microrganismos patogénicos
como virus, fungos, parasitas e bactérias que, ao invadirem o organismo do
hospedeiro, se reproduzem e causam danos aos tecidos (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) as infeccbes sao responsaveis por um terco das causas de
mortalidade no mundo em desenvolvimento, representando um grande problema
de saude publica, em virtude do impacto socioecondémico que geram a sociedade
(WHO, 2015).

Diversas espécies podem causar infeccbes bacterianas, tanto na
comunidade como no ambiente hospitalar, essas atualmente sdo conhecidas
como infec¢Bes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), que conceitualmente
sdo aquelas infeccbes adquiridas apos o internamento do individuo no hospital,
cuja manifestacao pode ocorrer durante a internacéo ou apoés a alta (OLIVEIRA
et al., 2011). Dados da OMS afirmam que estas atingem 14% dos usuarios
internados no Brasil (LIMA et al., 2015).

Esse tipo de infeccdo € comum e relevante devido a sua frequéncia,
morbidade e mortalidade. Dentre os principais patdgenos causadores destaca-
se Escherichia coli e Staphylococcus aureus, principalmente em infeccées de
sitio cirargico e corrente sanguinea. Estes patégenos também sao considerados
principais causadores das infeccfes comunitarias (LIMA et al., 2015).

Staphylococcus aureus é uma das espécies do género mais comuns e
mais virulenta, uma vez que atua como agente de uma gama de infec¢des.
Varios mecanismos de viruléncia foram desenvolvidos por estas bactérias para
escapar do sistema imunolégico, incluindo proteinas de superficie, enzimas e
toxinas, que podem causar infeccbes que variam de superficiais até
disseminadas (SANTOS, 2007).

Incialmente, na década de 40 a 50 as infec¢Bes causadas por S.aureus
foram tratadas com penicilina, atuando a nivel de parede celular. Porém, logo
surgiram estirpes de bactérias resistentes a esses antimicrobianos que
possuiam anel beta lactamico. Com isso, novas penicilinas (meticilinas) foram
desenvolvidas, contudo na década de 70 comecaram a aparecer cepas de S.

aureus com resisténcia a meticilina, que foram identificadas pela sigla MRSA
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(methicillin-resistant Staphylococcus aureus), disseminadas rapidamente em
ambiente hospitalar, como também na comunidade. Essa resisténcia € conferida
a bactéria por fatores genéticos, como mutacdes e relaciona-se ao uso
indiscriminado, empirico e rotineiro de antibiéticos (GRILLO, 2013). A resisténcia
a multiplos farmacos (MDR) é o maior obstaculo para se alcancar um tratamento
pleno destas doengas bacterianas, contudo a vancomicina e a teicoplamina séo
dois dos poucos medicamentos que realmente conseguem combater essas
cepas multirresistentes. Portanto, a busca por novos medicamentos é constante,
e diante disso, destaca-se a utilizacdo dos produtos naturais como fonte de
substancias potencialmente ativas (OLIVEIRA; MACHADO; FREITAS, 2014).

Ha anos as plantas sao utilizadas para uso terapéutico, produzindo
metabdlitos secundéarios ativos com diversas atividades bioldgicas ja
conhecidas. Dentre esses metabdlitos destacam-se os 6leos essenciais que séo
misturas complexas, volateis e de baixo peso molecular, geralmente constituidos
por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides. Dados da literatura
mostram a importancia dos 0Oleos essenciais como produtos naturais com
potencial biolégico, incluindo atividade antimicrobiana (MARCHESE et al., 2016;
LIMA et al., 2011).

Dentre os compostos fendlicos presentes em 6leos essenciais encontram-
se os difendis, sendo o eugenol (4-alil-1-hidroxi-2-metoxibenzeno) e seu isbmero
isoeugenol (2-metoxi-4-propenil-fenol) importantes constituintes dessa classe
(BAKKALL, et al., 2008; CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012).

Diante do exposto, pode-se inferir que é necessaria a realizacdo de
estudos que investiguem o potencial antibacteriano de fitoconstituintes frente
cepas clinicas, com o objetivo de avaliar seu nivel de atividade, seja
isoladamente ou em associagcdo com outros antibacterianos ja utilizados e,
posteriormente, analisar a sua insercdo como uma opcao terapéutica, seja
auxiliando na melhora da eficacia ou evitando sua inibicdo proveniente de
mecanismos de resisténcia. Portanto, baseado no potencial bioldégico que
apresentam os fenilpropanoides, este trabalho de pesquisa propbs avaliar a
atividade antibacteriana do isoeugenol contra cepas clinicas de S. aureus e sua
associacado aos antimicrobianos na busca de uma nova alternativa no combate

de infec¢des bacterianas causadas por essa espécie.
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2 Referencial teérico

2.1 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus fazem parte da familia
Micrococcaceae, sdo cocos Gram e catalase-positivos, que variam de 0,5 a 1,5
um de diametro, iméveis, ndo esporuladas e geralmente encapsuladas,
encontradas aos pares ou agrupando-se em formato de cachos de uva, sendo
maioria aerobicas ou anaerbbicas facultativas. As coldénias em meio de cultura
sélido tém formas arredondadas e aparéncia rugosa e brilhante, com coloracéo
amarelo-ouro (Figura 1) (BROOKS et al., 2009; LEVINSON, 2010; MUZI-DIAZ;
PINHEIRO; ALVES, 2015; VERONESI; FOCACCIA, 2015).

Figura 1. Micromorfologia e macromorfologia de S.aureus

Fonte: www.researchgate.net/

O género Staphylococcus possui 33 espécies, mas apenas 17 foram
isoladas de material bioldgico humano. Dentre as espécies, Staphylococcus
aureus sao microrganismos ubiquos, disseminados por toda parte, podendo ser
encontrado na microbiota da pele e principalmente na mucosa nasal dos seres
humanos. Para provocar infeccdes em humanos S. aureus apresenta varios
fatores de viruléncia responsaveis pela sua patogenicidade, incluindo a presenca
da capsula polissacaridica, que pode inibir a fagocitose bacteriana (MURRAY,
2009); presenca de adesinas, que favorecem a adeséao as células do hospedeiro;

acido teicoico e peptideoglicano na parede celular, que estimula a liberacéo de
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citocinas, por exemplo IL-1, e quimiotaxia de leucocitos polimorfonucleares; a
proteina A com efeitos anticomplementares, quimiotaticos, antifagocitarios e
reacoes de hipersensibilidade, assim como a presenca de enzimas e toxinas
(Figura 2) (SANTOS, 2007).

Figura 2: Fatores de viruléncia de S. aureus
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Fonte: www.researchgate.net/

S. aureus é um dos patdégenos humanos mais importantes, uma vez que
atua como agente causador de inUmeras infec¢des tanto na comunidade como
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), podendo variar de infeccbes
superficiais, como furanculos e acnes, sistémicas como meningite, pneumonias
e endocardite, a quadros téxicos como sindrome do choque téxico (HOLLAND;
FOWLER, 2017). Colonizando cerca de 30% das pessoas, é a principal causa
de endocardite infecciosa (IE), de bacteremia, infeccdo osteoarticular, de pele,
tecidos moles e relacionadas a dispositivos (TONG, 2015).

Das IRAS, mais de 20% sao adquiridas nas UTl's, destacando-se as
infeccbes sanguineas associadas ao cateter, a pneumonia associada ao

ventilador e as infec¢gbes do trato urinario associadas ao cateter (MARCHAIM,;
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KAYE, 2017). Nas Unidades de terapia intensiva neonatal estima-se que as
infecgbes severas representam 26% das causas de mortes neonatais e, no
Brasil, 60% das mortes de criancas no periodo neonatal estédo relacionadas com
sepse, sendo S. aureus um dos principais patégenos causadores dessas
infeccdes de UTI’'s (OLIVEIRA; SAGE; PALOS, 2017).

Em uma analise de mais de 200 artigos sobre IRAS nos paises em
desenvolvimento S. aureus foi 0 segundo maior causador de infec¢des, atras
apenas das enterobactérias. Em paises desenvolvidos, S. aureus demonstrou
causar doenca significativa em populacbes desfavorecidas, incluindo
comunidades indigenas (JENNEY, 2014).

As doencas provocadas por S. aureus podem ser decorrentes da invasao
direta dos tecidos, geralmente através da pele, entre um individuo portador da
bactéria e outro ndo-portador, de forma indireta através de secrecdes, poeira e
fébmites, bacteremia primaria ou, exclusivamente, ser devidos as toxinas,
(BRAUNWALD, 2002) e sdo consideradas um problema de saude global
significativo que é exacerbado pela emergéncia e ampla circulacdo de cepas
resistentes a drogas como S. aureus resistente a meticilina tanto no ambito
hospitalar (HA-MRSA) como na comunidade (CA-MRSA) (GORDON; LOWY
2008).

O diagnostico laboratorial € realizado através da coleta de amostras
utilizando swab. Os mesmos sdo semeados em agar sangue ou caldo BHI, o
qual é incubado em estufa a 37°C por 24 horas. Ocorrendo crescimento, as
colénias sdo semeadas em &gar manitol salgado, meio especifico para
identificagdo. Colbnias tipicas e S. aureus sdo submetidas ao teste de Gram,
catalase e coagulase, para confirmacdo desta bactéria (CHAMBERS; DELEO,
2009). Nos casos de intoxicacao alimentar, o diagnostico é realizado apenas
pelas manifestacdes clinicas do paciente e por um historico de ingestdo de um
alimento especifico (PFALLER, 2014).

2.2 Terapia e resisténcia bacteriana

A luta da humanidade contra doencas infeciosas é bem conhecida e a
descoberta de antibioticos levou ao otimismo que as infeccbes podem ser

controladas e prevenidas. Esses podem atuar com acao bactericida, destruindo
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a populacdo bacteriana ou com acédo bacteriostatica, inibindo o crescimento
bacteriano (PANKEY; SABATH, 2013) e assim produzindo efeitos que causam
interferéncia sobre as vias metabdlicas desses agentes infeciosos, que vao
desde alteracdo de permeabilidade da membrana externa até processos de
sintese (parede celular, acido folico, DNA, RNA e proteinas) (KAPOOR; SAIGAL;
ELONGAVAN, 2017).

Em 1940 as penicilinas foram introduzidas para o tratamento contra
infeccbes bacterianas, porém, dois anos apos surgiram os primeiros relatos de
cepas produtoras de B-lactamases, enzimas que inativam os antibioticos por
hidrélise do anel B-lactamico. Diante disso, foi desenvolvido em laborat6rio um
grupo de drogas resistentes as [(-lactamases, como a meticilina. Contudo,
linhagens de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) surgiram e comecaram
a se disseminar pelos hospitais HA-MRSA (Hospital acquired-MRSA) como
também na comunidade CA-MRSA (Community acquired-MRSA) (RICE, 2006).
Hoje h& uma prevaléncia que varia de 1% (na Holanda) até 50% (em paises da
América e Europa) (LOUREIRO et al., 2016). Na década de 90 deu-se inicio ao
uso das fluoroquinolonas no tratamento de MRSA, porém muitas linhagens
contornaram a susceptibilidade as mesmas e tornaram-se resistentes (RICE,
2006).

Atualmente no tratamento de infec¢des por S. aureus podem ser utilizadas
cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, como cefalexina ou cefaclor,
agentes B-lactamicos que atuam inibindo a sintese de peptideoglicano da parede
celular ao se ligarem as proteinas de ligagdo de penicilina (PBPS).
Fluoroquinolonas de terceira geracdo, como levofloxacino, inibindo a replicacao
do DNA ao se ligarem nas proteinas relacionadas com a replicagdo, como DNA
girase e topoisomerase, 0s aminoglicosideos, como a gentamicina, sendo seu
alvo principal de agcdo o RNA mensageiro, causando um leitura errada e
terminagdo prematura do mesmo, inibindo entéo a sintese proteica. (Figura 3) A
escolha do antibiético é previamente estabelecida de acordo com o tipo de
infeccéo e teste de sensibilidade (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).
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Figura 3 Classificagdo dos antibiéticos com base no seu mecanismo de agéo
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Especialmente para os casos de estirpes com resisténcia a multiplas
drogas (MDR), como € o caso de MRSA no ambito hospitalar, a terapia padréo
€ a vancomicina (Figura 3), considerada muitas vezes a Ultima arma contra essas
cepas. E um glicopeptideo que impede a ligacdo da subunidade D-alanil do
peptideoglicano com o PBP, e, portanto, inibe a sintese da parede celular. O
aumento da presséo seletiva levou ao isolamento, em 1997, da primeira cepa de
S. aureus resistente a vancomicina no Japao e, em 2000, no Brasil. Essa cepa
possuia 0 gene vanA, provavelmente adquirido de uma cepa de Enterococcus
resistente a vancomicina (LIMA et al., 2015). Uma outra op¢éo de terapia é a
linezolida, (Figura 3) da classe das oxazolidinonas, que atua por inibir a sintese
proteica e foi aprovada pelo Food and Drug Administration dos Estados Unidos
para infeccOes de pele, tecidos moles e pneumonia por MRSA. Apresenta uma
Otima eficacia, porém custo elevado e grande potencial para toxicidade, incluindo
mielossupressdo, neuropatia periférica e neurite 6ptica (MEGIA; ZURITA;
GUZMAN-BLACO, 2010; LIMA, et al., 2015).
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Diante disso, a resisténcia aos antibioticos € um problema de profunda
preocupacao cientifica tanto no hospital quanto na comunidade desde o inicio da
era antibiética, com sérias consequéncias no tratamento das doencas
infecciosas (SHAIKH et al., 2014). Ela est4 associada a uma carga clinica e
econdmica substancial, incluindo maior mortalidade, maiores custos hospitalares
e com antibidticos, e estadias mais longas em hospitais e unidades de terapia
intensiva. Dados demonstram que a resisténcia afeta mais de 25.000 vidas na
Unido Europeia e 23.000 vidas nos Estados Unidos todos os anos (BAYM;
STONE; KISHONY, 2016).

Nesse contexto, 0s organismos procariotos podem apresentar resisténcia
intrinseca, que € a resisténcia natural exibida por todos os exemplares de
determinada espécie, e a resisténcia adquirida que pode ser classificada em dois
grupos principais: mutacdo em um gene no cromossomo bacteriano ou aquisicao
de um gene de resisténcia de outro microrganismo, através de transducéo,
transformacao ou conjugacao, sendo transmitida por plasmideos e transposons
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Essas mutacdes podem levar a uma modificacdo do alvo, impedindo o
reconhecimento do mesmo, como exemplo tem-se alteracédo na subunidade 30S
ou subunidade 50S do ribossomo conferindo a resisténcia a farmacos que
afetam a sintese de proteica, ou seja, macrolideos, tetraciclina, cloranfenicol e
aminoglicosideos. Alteracdo nas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPSs)
responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana, sendo alvo dos
antibiéticos B- lactamicos, onde a aquisicdo de um gene denominado mecA
permite alterac6es das PBP’s através da codificacdo de uma nova proteina alvo,
denominada PBP2a que apresenta baixa afinidade aos B- lactamicos,
principalmente meticilina e oxacilina. Com isso, no micro-organismo resistente
como € o caso de S. aureus que codifica enzimas denominadas a meticilina
(MRSA) néo ocorrerd inibicdo da sintese da parede bacteriana. Como também
a modificacdo enzimatica a exemplo da topoisomerase e DNAgirase (KAPOOR,;
SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

A inativacdo ou modificacdo da droga pode ser instituida através da
producdo de enzimas, como as betalactamases que hidrolisam o anel [-
lactamico, conferindo resisténcia as penicilinas, cefalosporinas, carbapenemicos
e monobactamicos (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). Uma das
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abordagens de tratamento para esse caso é o0 uso de um B-lactamico e um
inibidor da pB-lactamase, clinicamente representados por amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina-sulbactam, e pipericilina-tazobactam. Apesar desses
inibidores garantirem a eficacia do antibiético, eles ndo reduzem a prevaléncia
da resisténcia no paciente ou na populacédo (BAYM; STONE; KISHONY, 2016).

A presenca de proteinas de membrana denominadas bombas de efluxo,
que exportam o conteudo de antibidtico da célula, mantendo baixas
concentracdes intracelulares do mesmo € considerado um importante fator que
provoca a resisténcia das bactérias. Antibioticos de todas as classes, exceto as
polimixinas sdo suscetiveis a ativacao de sistemas de efluxo. Em gram-negativas
a alteragdo dos canais de porina na membrana externa diminui a permeabilidade
da membrana (Figura 4) (LIMA et al., 2015; KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN,
2017).

Figura 4: Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos.
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Fonte:http://www.anvisa.gov.br (2007)

Além de todos os mecanismos de resisténcia ja mencionados, ha uma
infinidade de meios pelos quais os humanos aceleraram a evolucdo da
resisténcia bacteriana. O excesso e 0s erros de prescricbes clinicas de
antibioticos, apesar do controle através de receitas, regimes longos ou

impréprios de tratamento com 0S mesmos exerce uma pressdo sobre a
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resisténcia, a falta de conhecimento do publico sobre os antibiéticos também
leva ao seu uso excessivo, principalmente em paises que ndo ha o controle de
venda, o0 uso de antibioticos em estoques de racao animal também exacerbou a
disseminacéao da resisténcia (FAIR; TOR, 2014).

Sincronicamente com o aumento da resisténcia bacteriana, houve um
declinio no desenvolvimento de antibioticos, isso se deve a varios fatores, por
exemplo a curta duracdo dos esquemas posolégicos com antibioticos, tornando-
0S muito menos uteis do que os medicamentos usados para tratar doencas
cronicas, além de que algumas doencas ndo sdo trataveis com antibidticos,
retardando entdo seu investimento inicial, como também a presenca de
competidores no mercado e as barreiras regulatorias (FAIR; TOR, 2014).

Com a constante evolucdo da resisténcia antimicrobiana baseada no
exposto, e a diminuicdo na producéo de novo antibioticos, as infec¢des causadas
por S. aureus, principalmente HA-MRSA e CA-MRSA continuam sendo um
desafio clinico, onde o0s produtos naturais lideram como importantes

protagonistas na busca de novas alternativas terapéuticas.

2.3 Produtos naturais

O uso terapéutico de plantas para tratar e prevenir enfermidades data
desde a antiguidade em todas as civilizacdes e grupos culturais conhecidos. Em
consideracao a crescente importancia clinica dada as infeccbes bacterianas, o
aumento da resisténcia antimicrobiana, ineficiéncia da medicina convencional ou
pela falta de acesso por grande parte da populacao ao tratamento farmacologico
convencional (FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016) ha uma busca constante por
novos medicamentos e terapias alternativas, e diante disso, as plantas
constituem umas das mais importantes fontes de novas substancias que podem
ser utilizadas como agentes medicinais para fins terapéuticos (NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009).

Com o passar do tempo as plantas tém adquirido cada vez mais espaco
na medicina moderna. Elas possuem uma grande variedade de componentes
ativos, produzidos a partir do seu metabolismo secundario, que sdo capazes de

inibir o crescimento de patégenos. E dentre as muitas aplica¢cdes dos produtos
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naturais, destaca-se a atividade antimicrobiana (HARVEY; EDRADA-EBEL;
QUINN, 2015).

Mundialmente, o uso de plantas medicinais contribui significativamente
com os cuidados com a saude (MUKHERJEE; MUKHERJEE; GHOSH, 2015). No
Brasil a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
instituida em 2006 e a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS (RENISUS), foram criadas como iniciativa do governo para estimular o uso
racional de plantas medicinais no pais, permitindo o acesso seguro da populacao
e promovendo o uso sustentavel e racional da biodiversidade brasileira (BRASIL,
2006).

Diversas sao as substancias produzidas nos vegetais e estas podem ser
divididas em dois grandes grupos. O primeiro, denominado de metabdlitos
primarios ou macromoléculas, que apresentam funcdes vitais bem definidas e
sdo essenciais a sobrevivéncia dos vegetais, incluem os aclcares simples,
aminoacidos, proteinas e &cidos nucleicos. Enquanto que o metabolismo das
vias biossintéticas para producao dessas substancias originam, através do gasto
de energia, o segundo grupo de compostos encontrados nos vegetais, 0S
metabdlitos secundarios ou micromoléculas, cuja funcdo individual ndo é
considerada fundamental a sobrevivéncia das células e que geralmente
apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e marcantes atividades
biol6gicas (WOLFFENBUTTEL, 2007; KREIS et al., 2017).

Dentre esses metabdlitos secundérios destacam-se os 0leos essenciais,
também chamados de 6leos volateis que séo utilizados desde muito tempo como
bactericidas, fungicidas, inseticidas, em aplicacdes cosméticas e farmacéuticas,
na agricultura e industria alimenticia (BAKKALI et al, 2008; DOSSOUKPEVI et
al., 2016). Esses 0Oleos, sdo misturas complexas (hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, dentre outros) volateis, lipofilicas,
comumente liquidas e odoriferas (BETTIOL; MORANDI, 2009). Podem ser
sintetizados por todos os 6rgdos da planta, ou seja, broto, flor, folha, caule, ramo,
semente, fruto, raiz e casca (BAKKALI et al, 2008), sendo armazenados nos
tricomas glandulares, que ao se projetarem na epiderme atuam como uma forma
de sinal para advertir sobre a toxicidade do vegetal (Bl1ZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; TAIZ et al. 2017).



27

As propriedades terapéuticas dos 0leos essenciais, em geral, se devem a
presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides. Devido a
presenca dessas propriedades, 0s Oleos essenciais tem sido amplamente
empregados (NAZZARO et al.,2013). Esses compostos normalmente
apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como
também possuem atividade contra biofilmes, mecanismo de viruléncia produzido
por micro-organismos patogénicos resistentes a antibioticos, como por exemplo
S. aureus (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Aléem dessa propriedade intrinseca, tais
substancias podem alterar o efeito de farmacos antimicrobianos convencionais,
seja aumentando ou diminuindo sua atividade. Além disso, a utilizacdo dessas
substancias pode representar um avango contra 0s mecanismos de resisténcia
gue inativam farmacos antimicrobianos (MIRON et al., 2014).

Trabalhos de pesquisa ja direcionam seu foco para a avaliacdo da
atividade antibacteriana de produtos de origem natural isoladamente e em
associacdo a farmacos ja utilizados. Um horizonte de novos estudos e
possibilidades promissoras na descoberta de novos tratamentos (SILVA, 2015)

Com os avancos tecnoldgicos, € possivel realizar investigagcbes mais
exatas e precisas sobre a composi¢cao quimica das mesmas, podendo entdo
analisar, qualificar e quantificar suas atividades bioldgicas (NEWMAN; CRAGG,
2016). Além de que, é possivel utilizar as substancias ativas, isoladas das
plantas como modelo para sintese de novos farmacos, e para a realizacdo de
modificacdes estruturais visando a otimizacdo de suas propriedades, como
exemplo do isoeugenol (BRAZ FILHO, 2010).

2.4 1soeugenol

Compostos contendo um anel aromatico representam um dos grupos de
volateis encontrados em 6leos essenciais, destacando os fenilpropanoides que
derivam de rota biosintética que se inicia com o acido chiquimico (SIMOES et
al., 2007). Dentre eles, destaca-se o eugenol (4-alil-1-hidroxi-2-metoxibenzeno).
(BAKKALLI, et al., 2008; CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012)

O Isoeugenol (2-metoxi-4-propenil-fenol) o isémero do eugenol (Figura 5)
pode ser extraido de varias plantas ou flores, incluindo cravo, calamo, cananga

do Japao (ylang-ylang), manjericdo, noz-moscada, junquilho, sandalo, gardénia,
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petunia, e ainda ser sintetizado por isomerizacdo do eugenol, que ocorre
naturalmente na folha de louro, cravo, pimenta e canela e € usado como agente
de aromatizacdo e armazenamento, comumente incorporado na preparacao de
alimentos e perfumes, artigos de higiene, incluindo cremes, sabdes e
detergentes (CERVENY; KREJCIKOVA; MARHOUL, 1987; DEMOLE; DEMOLE;
ENGGIST, 1976; GENNARO, 1985; HATTORI; MURAKI; YOSHIDA, 1978;
OPDYKE, 1975).

Ele demonstrou uma atividade antimicrobiana comparavel e até mesmo
superior a sua isoforma eugenol, que ja apresentava atividade antimicrobiana
(ZEMEK et al., 1987; JANSSENS et al., 1990; LAKEMAN et al., 1990; Dal Pozzo
et al., 2012). Essa atividade abrange bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo Escherichia coli, Bacillus licheniformis, Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella tipo B e Staphylococcus aureus (ZEMEK
et al., 1987; JANSSENS et al., 1990).

Figura 5: Estrutura do isoeugenol e eugenol
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FONTE: Sigma-Aldrich

Estudo comparativo entre o eugenol e isoeugenol de ZHANG et al., 2017
demostrou algumas atividades biologicas dos mesmos frente estirpes de
bactérias Gram-positivas e Gram negativas. Dentre os testes realizados
destacam-se a avaliacdo da atividade antibacteriana contra patégenos de origem
alimentar através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC),
concentragcéo bactericida minima (CBM) e avaliagdo da zona de inibi¢cao (ZOl),
atividade antioxidante mediante a realizacdo dos ensaios de captura de radicais,
como o DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazil) e o ABTS [2,2’-azino-bis (3-
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etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], (ZHANG et al., 2017), sendo o DPPH um
radical estavel de coloracdo purpura que absorve em comprimento de onda de
515nm e na presencga de antioxidante ele recebe protons sofrendo uma reducéo
e passando a ter uma coloragdo amarelada. Sendo assim, a atividade de
reducdo foi expressa de acordo com o valor de CEso, que representa a
concentracéo efetiva em que os radicais livres sdo desmanchados em 50%. A
taxa de eliminacdo para ABTS também €& expressa pela CEso (SANCHEZ-
MORENO, 2002; MOLYNEUX, 2004; ROGINSKY; LISSI, 2005).

Nesse mesmo estudo também foi avaliada a inibicdo da peroxidacao
lipidica. Em todos os testes o isoeugenol se destacou apresentando resultados
superiores quando comparados ao eugenol (ZHANG et al., 2017).

Um estudo que avaliou a atividade antibacteriana do isoegeunol inibindo
a formacdo de biofilmes produzidos por S.aureus, L. monocytogenes, e
Pseudomonas fluorescens foi realizado por (NIELSEN et al., 2017). Neste estudo
foram revestidas com isoeugenol via adsorcdo fisica as superficies de aco
inoxidavel e polietileno, e apds a realizacGes dos testes foi observado que ndo
houve deteccdo de bactérias vivas de P. fluorescens, S. aureus, e L.
monocytogenes sobre as superficies, mesmo apds 24 h de incubacdo em meios
nutrientes para permitir o crescimento bacteriano.

Em alguns estudos de toxicidade do isoeugenol, foi observado que na
toxicidade aguda a DLso do isoeugenol foi de 1.560 mg/kg de peso corporal,
quando administrado em ratos por via oral (TAYLOR; JENNER; JONES, 1964)
e que o consumo de 500 mg/kg de peso corporal na dieta dos ratos de ambos
0S sexos por algumas semanas nao resultou em alteragdes no peso corporal,
como também no peso dos 6rgdos, na alimentacdo e na avaliagdo sanguinea.
(HAGAN et al., 1967).

O Programa Nacional de Toxicologia (2010) dos Estados Unidos realizou
ensaios de genotoxicidade, em camundongos machos administrando isoeugenol
(37,5 a 600 mg/kg), por gavagem durante trés meses. Os resultados obtidos
demostraram que nao houve aumento da incidéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados e eritrécitos normocromaticos micronucleados, nas amostras de
sangue periférico, sugerindo auséncia de toxicidade relacionada a exposicao a
medula éssea (NTP, 2010).
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O programa também realizou estudos de carcinogenicidade do isoeugenol
com ratos machos e camundongos de ambos o0s sexos durante 2 anos e foi
possivel observar que ndo houve atividade carcinogénica em ratos machos e
fémeas, enquanto que os camundongos machos apresentaram aumento da
incidéncia de adenoma e/ou carcinoma hepatocelular e camundongos fémeas,

aumento das incidéncias de sarcoma histiocitico (NTP, 2010).
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3 Objetivos

3.1 Gerais

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do fitoconstituinte Isoeugenol

frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

3.2 Especificos

Determinar a Concentracado Inibitéria Minima (CIM) do fitoconstituinte
Isoeugenol sobre cepas ATCC (American Type Culture Collection) e

isolados clinicos de S.aureus;

Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do fitoconstituinte
Isoeugenol sobre cepas ATCC (American Type Culture Collection) e

isolados clinicos de S.aureus;

Avaliar a cinética de morte microbiana do Isoeugenol sobre as cepas em

analise;

Avaliar os resultados da associacao do Isoeugenol com o antibacteriano

padrao através do método de checkerboard.



Material e métadaos



34

4. Material e Métodos

4.1 Local de trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antibacteriana
foram realizados no Laboratério de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e
Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da

Universidade Federal da Paraiba.

4.2 Cepas Bacterianas

Para os ensaios de atividade antibacteriana, foram utilizadas cepas
padrdo (ATCC) e de origem clinica isoladas de diversos tipos de infeccbes por
S.aureus (S.A), sendo estas: ATCC-150, S.A-2, S.A-40, S.A-45, S.A-116, S.A-
182, S.A-220, S.A-232, S.A- 262, S.A-297; S.A-314, S.A- 349, S.A-356, S.A-418,
S.A- 419 e S.A-433



Tabela 1 - Origem das cepas
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Cepas Bacterianas

Origem
das Cepas

ATCC - 150

SA-2 Secrecao Nasal
S.A-40 Secrecdo Nasal
S.A-45 Secrecao de Orofaringe
S.A-116 Secrec¢édo de Orofaringe
S.A-182 Secrecdo Nasal
S.A-220 Secrecdo Nasal
S.A-232 Secrecdo Nasal
S.A-262 Secrec¢do de Traqueia
S.A-297 Secrecdo Nasal
S.A-314 S. Leséo de Tibia
S.A - 349 S Lesao de Pele
S.A -356 Secrec¢do de Traqueia
S.A-418 Secrecao Ocular
S.A-419 S. Ulcera de perna
S.A-433 S. Lesao de Perna

Todas as linhagens bacterianas clinicas foram cedidas pela farmacéutica-
bioquimica Darci de Magalhdes Melo, obtidas através de isolados clinicos no
Laboratério de Patologia Clinica HEMATO, localizado em Jodo Pessoa — PB. A
cepa ATCC pertence a colecdo da MICOTECA do Laboratorio de Pesquisas de
Atividade Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos
Bioativos, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba. Dentre as linhagens que
apresentaram CIM e CBM condizente com a maioria, foi escolhida
aleatoriamente uma cepa para os ensaios de associacdo e cinética de morte
microbiana, sendo a cepa clinica S.A-116 a escolhida

As cepas foram mantidas no Laboratorio de Pesquisa de Atividade

Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, a
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temperatura de 4°C, em meio Agar Nutriente (AN) (DIFCO
Laboratories/lUSA/France).

Para utlizagdo nos ensaios, estas culturas serdo descongeladas e
reativadas através de repique em caldo Infusédo Cérebro e Coracgéo (Brain Heart
Infusion — BHI) (DIFCO Laboratories/lUSA/France) durante 24 horas a 35 + 2 °C.

Os meios de cultura foram preparados conforme as instru¢gdes dos fabricantes.

4.3 In6culo

Para preparagéo do inoculo, colbnias obtidas de culturas recentes de
S.aureus mantidas em caldo BHI foram suspensas em solucéo estéril de cloreto
de sédio (NaCl) 0,85%, e ajustadas de acordo com o padrédo 0,5 de McFarland,
que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de
colonias/mL  (UFC/mL) (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NCCLS, 2000;
HADACEK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2002; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et
al., 2014).

4.4 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados foram: Agar Nutriente (DIFCO
Laboratories/lUSA/France), Infusdo Cérebro e Coracéo (Brain Heart Infusion —
BHI) (DIFCO Laboratories®/ EUA/Franca), caldo Mueller-Hinton (Mueller-Hinton
Broth - Oxoid®/Reino Unido) e agar Mueller-Hinton (Oxoid®/Reino Unido), os

quais foram preparados conforme as descri¢cdes dos fabricantes.

4 5. Substancias

O fitoconstituinte utilizado neste trabalho foi o fenilpropanoide Isoeugenol
(C10H1202) (Sigma-Aldrich®). Para utilizagdo nos ensaios, este composto foi
solubilizado em dimetil-sulféxido (DMSO) numa proporc¢éo de até 10%, tween 80
a 0,02% e agua destilada em quantidade suficiente para completar 3 mL de
emulsdo em concentracdo 1024ug/mL (CEELAND; SQUIRES, 1991;
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NASCIMENTO, et al., 2000). O antibacteriano padréo utilizado nos ensaios como

controle foi a gentamicina (C21H4sNsO7) (SigmaAldrich®)

4.6 Avaliacao da atividade antibacteriana

4.6.1 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima do isoeugenol e da Gentamicina foi
determinada através da técnica de microdiluicio em caldo, por meio de placas
de 96 pocos com fundo em forma de “U” (ALAMAR®) estéreis, conforme
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
Inicialmente, foram distribuidos 100uL de caldo BHI em cada orificio da placa.
Em seguida, 100uL da emulsdo duplamente concentrada do fitoconstituinte
foram diluidos em série no meio de cultura (BHI), de modo que foram obtidas
concentracdes de 1024ug/mL até 2ug/mL de isoeugenol, onde na primeira linha
de cada coluna da placa se encontra a maior concentracdo do composto, e na
altima linha a menor. Por fim, foram adicionados 10 pL dos inécuos das
suspensdes bacterianas nas cavidades, de maneira que cada coluna da placa
correspondente a uma cepa de S. aureus especifica. Paralelamente, foram
realizados controles com Gentamicina (1024 pg/mL até 2 pg/mL), caldo BHI
como controle de esterilidade e caldo BHI com in6cuo bacteriano como controle
de viabilidade das bactérias. Todo o ensaio foi realizado em duplicata e as placas
assepticamente fechadas foram incubadas a 35+2°C por 24 h para posterior
leitura.

O crescimento bacteriano foi indicado pela adicao de 20 uL de solucéo de
resazurina sédica em agua destilada (Sigma-Aldrich®) a 0,01%. Apds incubacéo
a temperatura ambiente durante 1h, foi realizada a leitura. Bactérias viaveis
reduziram o corante, mudando sua coloracdo do azul para rosa. A CIM foi
determinada como a menor concentracao da substancia que inibiu a mudanca
de coloracéo da resazurina (SOUSA et al., 2010).

Os resultados foram expressos pela média aritmética das CIMs obtidas
nos dois ensaios. A avaliacdo dos resultados obtidos foi realizada conforme

analise de SARTORATTO et al, 2004 que prop6s uma classificagdo com base
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nos resultados da CIM, considerando como forte poder antimicrobiano os
produtos com CIM até 500 ug/mL, moderado poder antimicrobiano aqueles com
CIM entre 600 e 1500 ug/mL e de fraco poder antimicrobiano os produtos com
CIM acima de 1600 pg/mL.

4.6.2 Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Apés a leitura da CIM, foram retiradas aliquotas de 10uL dos
sobrenadantes das cavidades a partir de diferentes concentra¢des (CIM, CIM x2
e CIM/2) e semeadas na superficie do meio BHI. A leitura do resultado foi
realizada ap0s 24h de incubacédo a 35 + 2°C. A CBM foi considerada como a
menor concentracdo do fitoconstituinte capaz de matar 99% do indculo
(crescimento inferior a 3 coldnias bacterianas). Os ensaios foram realizados em
duplicata e o resultado foi expresso pela média aritmética das CBMs obtidas
(HAFIDH, et al., 2011).

4.6.3 Efeito do produto teste sobre a cinética do crescimento das bactérias
(time-kill)

A cinética de morte da cepa S.A 116 frente ao Isoeugenol foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por KLEPSER et al, 1998. Neste ensaio,
frente as concentracdes inibitérias minimas dos produtos, foi observado o
comportamento da cepa selecionadas ao longo de 24 h. Inicialmente, 1 mL da
suspensdo de bactérias foi inoculado em 9 mL de BHI contendo o
fenilpropanoide em diferentes concentracdes de acordo com a sua CIM, a saber:
CIM/2, CIM e CIMx2, que correspondem a 256 pg/mL, 512 ug/mL e 1024 ug/mL,
respectivamente. Também foram realizados o controle com a gentamicina na
concentracéo da CIM a 2 uyg/mL, controle de esterilidade do meio e controle de
viabilidade bacteriana. Nos intervalos O h, 2 h, 4 h, 8 h e 24 h apds a incubacéo,
uma aliquota de 10 pL desse indculo foi uniformemente semeada em placa de
BHI. As placas inoculadas foram incubadas a 35+2°C por 24-48 h. Apds periodo
de incubacéao foi realizada a contagem de UFC presentes nas placas de Petri e
determinada a quantidade por mL de solucdo em cada periodo para cada
substancia em suas concentracdes. O experimento foi realizado em duplicata.

As curvas de crescimento foram construidas plotando a contagem média de
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colénias (log10 UFC/mL) em funcéo do tempo (horas) com o software estatistico
GraphPadPrism 7.0. Foi considerada atividade bactericida da droga quando
houve reducdo no crescimento maior ou igual a 3 logl0 (99,9%) a partir do
indculo inicial, e atividade bacteriostatica quando houve redu¢éo no crescimento
menor que 3 10g10 (< 99,9%) UFC/mL (KLEPSER et al., 2000).

4.7 Ensaio de associacdo através do método checkerboard

O Método de Checkerboard é um teste de microdiluicdo que avalia a CIM
de drogas sozinhas e combinadas. A partir do indice da concentracao inibitéria
fracionada (ICIF), sdo realizados os célculos para avaliar se a associacéo
resultou em sinergismo, antagonismo ou indiferenca.

Para realizacao deste ensaio, 100uL de caldo BHI foram adicionados nos
pocos de microplacas estéreis contendo 96 cavidades, com fundo em forma de
“U” (Alamar®). Em seguida, 50 pL de diferentes concentragdes (CIM+16, CIM+8,
CIM+4, CIM=2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) do fitoconstituinte isoeugenol e da
Gentamicina foram adicionados no sentido vertical (Gentamicina) e horizontal
(fitoconstituinte) da microplaca. Por fim, foi adicionado 20 yL da suspensé&o
bacteriana. O ensaio foi realizado em duplicata, sendo as microplacas incubadas
a 35x2°C por 24-48 h. O ICIF foi calculado através da soma do CIFA + CIFB
(CIFA= Concentracdo Inibitéria Fracionada do produto teste; CIFB=
Concentracao Inibitéria Fracionada do antibacteriano padrdo). O CIFA, por sua
vez, foi calculado através da relacdo CIMA combinado/CIMA isolado, enquanto
que o CIFB = CIMB combinado/CIMB isolado. Este indice foi interpretado da
seguinte forma: sinergismo (ICIF < 0,5), antagonismo (ICIF > 4,0) e indiferenca
(> 0,5 - 4) (ODDS, 2003; SHIN, 2003).

4.8 Andlise estatistica

Os dados dos ensaios de CIM, CFM e estudo de associagdo foram
analisados por meio de estatistica descritiva e inferencial. A curva de cinética de
crescimento microbiana foi plotada pelo log10 UFC/mL em func&o dos intervalos

de tempo e das concentracfes estudadas das substancias utilizadas. Para
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organizacao e analise dos dados referentes aos resultados da presente pesquisa
foi utilizado o software GraphPad Prism (versao 7.0 para Windows, San Diego,

CA - USA). Os dados foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 Resultados e discussao

5.1 Determinacédo da concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracao

bactericida minima (CBM)

Os resultados do ensaio de avaliacdo de atividade antibacteriana do
fitoconstituinte isoeugenol contra cepas clinicas de S. aureus, bem como o0s
referentes controles estdo expressos na tabela 1.

Como pode ser observado, o fitoconstituinte isoeugenol foi capaz de inibir
o crescimento das 16 cepas clinicas de S. aureus testadas, tendo sua CIM
estabelecida em 512 ug/mL. Ao avaliar a Concentracao Bactericida Minima
(CBM) do produto teste frente as 16 cepas, observaram-se crescimento

bacteriano em todas as cepas apds o periodo de encubacéo.
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Tabela 2 - Concentracdes inibitérias minimas (CIM) e bactericidas minima (CBM) do
isoeugenol e da gentamicina sobre cepas clinicas de S.aureus

Isoeugenol Gentamicina Controle
CEPAS CIM CBM CIM CBM Meio M.O

PACTERIANAS  (ugimu) (Hg/mL) (Hg/mL)
ATCC - 150 512 + 2 16 - +
SA-2 512 + 2 16 - +
S.A-40 512 + 2 16 - +
S.A-45 512 + 2 16 - +
S.A-116 512 + 2 16 - +
S.A-182 512 + 2 16 - +
S.A-220 512 + 2 16 - +
S.A-232 512 + 2 16 - +
S.A-262 512 + 2 16 - +
S.A =297 512 + 2 16 - +
S.A-314 512 + 2 16 - +
S.A-349 512 + 2 16 - +
S.A - 356 512 + 2 16 - +
S.A-418 512 + 2 16 - +
S.A-419 512 + 2 16 - +
S.A-433 512 + 2 16 - +

O controle realizado com a Gentamicina, apresentou resultados
satisfatorios com CIM de 2 ug/mL para todas as cepas de S.aureus, e CBM nao
superior a 16 pg/mL. Todas a bactérias foram capazes de crescer em caldo BHI
sem adic&o do fitoconstituinte, o que caracteriza a viabilidade do microrganismo.
Da mesma forma um controle de esterilidade foi realizado para certificar que o
caldo BHI utilizado nos ensaios ndo estava contaminado com microrganismo.

As infec¢Oes causadas por S. aureus, encontrada na microbiota humana,
em determinadas circunstancias pode provocar desde simples infeccbes até as

mais graves. Sua enorme capacidade de adaptacao e resisténcia a maioria dos



44

antimicrobianos colocou-a atualmente entre as espécies de maior importancia
nas IRAS, dificultando o tratamento dos individuos (VERONESI; FOCACCIA 2015).
Com isso a busca por novas alternativas de tratamento € de grande relevancia,
e alguns estudos comprovam a atividade antibacteriana de extratos e Oleos
essenciais de plantas (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

De acordo com a classificacdo de SARTORATTO et al., 2004,
considerando o valor da CIM do isoeugenol para cepas clinicas e ATCC este
apresenta um forte poder antimicrobiano visto que a CIM foi de 512 pg/mL

Estudos de LAKEMAN et al., 1990 para avaliar a atividade antibacteriana
do eugenol e isoeugenol contra cepas de S.aureus, E coli, Streptococcus
viridans, Mycobacteriun fortuitum e cepas de alguns fungos utilizou o teste de
difusdo em agar, e ao avaliar a zona de inibicdo ao redor dos pocos observou
que os resultados indicaram susceptibilidade significativa do composto teste
para S.aureus e E.coli

HYDGAARD et al.,, 2015 investigou a atividade antibacteriana do
isoeugenol usando os microrganismos modelo E. coli e L. innocua, os dados da
concentracdo inibitoria minima foram 0,0006 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente, sugerindo que o isoeugenol exibe uma atividade inibitéria
contra células de E. coli e L. innocua.

Um estudo comparativo entre o eugenol e isoeugenol de ZHANG et al.,
2017 demostrou algumas atividades bioldégicas dos mesmos frente estirpes de
bactérias Gram-positivas, como S. aureus, Bacillus subtilis e Listeria
monocytogenes e Gram negativas, como Escherichia coli, Salmonella
typhimurium e Shigella dysenteriae de origem alimentar. Dentre os testes
realizados neste estudo destacam-se a avaliacdo da atividade antibacteriana
através da determinacdo da CIM e CBM, onde os resultados para cepas de S.
aureus foram de 312,5 ug/mL e 312, 5 pg/mL, respectivamente. Neste contexto,
os resultados encontrados neste trabalho sobre o potencial antibacteriano do
isoeugenol sobre espécies de S. aureus sdo satisfatorios. Desta forma, o
isoeugenol com CIM de 512 pg/mL do presente estudo foi classificado como
tendo forte atividade antibacteriana.

NIELSEN et al., 2017 demonstra que a acao antibacteriana se deve a
presenca grupo hidroxila livre, a posi¢cdo da ligacdo dupla no carbono aff da

cadeia lateral, e um grupo metila na posigao y.
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Uma substancia quando possui atividade antibacteriana, pode ser de
natureza bacteriostatica ou bactericida, que pode ser obtida através do calculo
entre CBM/CIM. O efeito bactericida € considerado quando a razdo entre
CBM/CIM for < 4 e bacteriostatico quando esta for > 4 (SIDDIQUI et al., 2013).
No presente estudo, foi determinada a CIM do isoeugenol, mas nao foi possivel
determinar a sua CBM, pois todas as cepas foram insensiveis as concentractes
estabelecidas no ensaio para sua determinacdo e, portanto, a natureza da
atividade do isoeugenol ndo pode ser caracterizada de acordo com os resultados
de CBM.

5.2 Efeito do produto teste sobre a cinética do crescimento das bactérias
(time-kill)

Apos a avaliacdo da CIM, foi analisada a cinética de morte microbiana,
gue determina a viabilidade das bactérias ap0s exposicdo ao isoeugenol e
gentamicina em diferentes concentracdes e intervalos de tempo, e para tal fim,
é realizado a contagem de células viaveis, verificando se a atividade do
isoeugenol é bactericida ou bacteriostatica, como também se esta atividade é

concentracdo ou tempo-dependente.

Os resultados dos ensaios da cinética microbiana foram expressos em
graficos que mostram curvas do logio0UFC/mL de S.aureus S.A116 e S.aureus
ATCC 150 em funcédo do tempo, na auséncia do fitoconstituinte (controle), na

presenca da CIM/2, CIM, CIMX2 do isoeugenol e na presenca da Gentamicina.

Como mostrado na figura 6, para a cepa clinica S. aureus (S.A 116) o
isoeugenol apresentou um efeito bacteriostatico, pois ndo houve reducéo maior
ou igual a 3 logi.oUFC/mL a partir do indculo inicial na CIM em todos os tempos
analisados. Em uma concentracdo maior (CIMx2) foi possivel observar uma
diminuicdo na viabilidade das bactérias, mas também apresentando efeito
bacteriostatico, visto que essa reducdo néo foi maior que 3 logioUFC/mL. Na
concentracdo subnitoria (CIM1/2) nota-se efeito bacteriostatico, visto que ao
longo do tempo n&o houve diminuicdo da viabilidade. A gentamicina CIM também
apresentou um efeito bacteriostatico seguindo o mesmo perfil ao nao reduzir a

concentracdo mais que 3 logioUFC/mL
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Figura 6 - Curva de morte microbiana (Logl0UFC/mL) da cepa S.aureus S.A116, sob
acao do isoeugenol e antibiético padrdo gentamicina
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Na cepa de S. aureus ATCC 150 (Figura 7), observou-se um efeito
bacteriostatico (redugcdo menor que 3 logi1o0UFC/mL a partir do indculo inicial) do
isoeugenol tanto na CIM, quanto em uma maior concentracdo CIMx2, como em
uma concentracao subinibitéria ao decorrer de todos os tempos analisados. O

mesmo foi observado na analise da gentamicina, antibiotico padréo.

Figura 7 - Curva de morte microbiana (Log10UFC/mL) da cepa S.aureus ATCC 150,
sob acgédo do isoeugenol e antibidtico padréo gentamicina.
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Em um estudo de BARBER et al., 2014 ao realizar a cinética de morte
para de 20 estirpes de S.aureus, com a CIM de alguns antimicrobianos como,
daptomicina, vancomicina, e ripampicina foi observado que para todas as
estirpes, a exposicdo aos farmacos individuais nao resultou em morte
sustentada, com crescimento demonstrado dentro de 8 h, jA com a combinacao
entre os farmacos houve uma reducdo relevante. Baseado nisso, pode-se
pensar que talvez ao realizar a cinética, no presente estudo com gentamicina em
associacdo a outros farmacos, a mesma poderia desenvolver uma acao
bactericida ao invés de bacteriostatica, como foi visto.

HYDGAARD et al.,, 2015 também avaliou o efeito do isoeugenol na
viabilidade celular de E. coli e L. Innocua, observando se ele atuou como
bactericida ou bacteriostatico. O isoeugenol na CIM ou CIMx2 inicialmente
diminuiu viabilidade 1-2 unidades de log, mas apés 16 horas de tratamento, as
células de E. coli na CMI recuperaram o0 crescimento, sugerindo que 0
isoeugenol exibe uma atividade inibitoria reversivel contra as células de E. coli,
ja contra L. innocua, isoeugenol teve uma atividade bactericida inicial que
diminuiu ap6s uma hora na CIM, CIMx2 matou células de L. innocua a niveis
indetectaveis. Portanto o efeito bacteriostatico apresentado pelo isoeugenol no
estudo de HYDGAARD et al., 2015, corrobora com o efeito bacteriostatico que ele
apresentou no presente estudo.

A analise das figuras 5 e 6 sugerem que pela cinética de morte, tanto
concentracdes inferiores da CIM do isoeugenol, como concentragdes superiores,
apresentaram atividade bacteriostatica que ndo dependente da concentracéo, ja

gue o0 aumento da concentracdo ndo provoca aumento significativo da atividade

5.3 Ensaio de associacdo pelo método checkerboard

A identificacdo de produtos naturais com atividade antibacteriana
intrinseca ou a combinag&o com antibioticos de uso comum podem representar
promissora alternativa de tratamento, potencializa-los ou até mesmo agregar
beneficios como diminuicdo de reacdes adversas, diminuir a dose do farmaco e
aumentar o espectro de agao (COUTINHO, 2008).
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Paralelamente ao ensaio de associacao, foi feita a determinacéo da CIM,
onde permaneceu de 512 pg/mL para o isoeugenol e 2 ug/mL para gentamicina.
Estes resultados reforgam a atividade antibacteriana do isoeugenol demonstrada
Nnos ensaios anteriores, visto que ndo ocorreu qualquer mudanca significativa

nos valores de CIM ao ser realizado este novo ensaio.

Os resultados das combinagdes entre o isoeugenol e a gentamicina contra
cepas de S. aureus clinica S.A 116 e ATCC estdo mostrados na Tabela 3. Os
resultados demonstraram que os microrganismos das cepas de S. aureus S.A
116 ndo cresceram em ambiente com concentracdo superior nem sequer em
concentracéo inferior a CIM isolada de qualquer uma das substancias, diferente
do ocorrido para a cepa ATCC que houve crescimento acima da CIM isolada de

cada substancia

Tabela 3: Determinacdo do indice de Concentragéo Inibitoria Fracionada (ICIF) da
associacao entre o isoeugenol e a gentamicina sobre cepas de S.aureus

CEPAS CIFa ClFg ICF Tipo de
BACTERIANAS . Interacéo
Isoeugenol Gentamicina
ATCC - 150 1 1 2 Aditividade
S.A-116 0,125 0,125 0,25 Sinergismo

De acordo com a Concentracao Inibitéria Fracionada (CIF) da associacéo,
a combinacéao do isoeugenol e gentamicina pdde ser caracterizada como do tipo
sinérgica para a cepa clinica S.A 116 e aditividade para a cepa ATCC. Um estudo
de MORAIS BRAGA et al., 2015 com o objetivo de avaliar a associacao entre a
gentamicina e o extrato etandlico da samambaia Lygodium venustum utilizando
o método de checkerboard verificou que quando testado sozinho, o extrato ndo
mostrou qualquer atividade antibacteriana clinicamente relevante, no entanto,
guando o extrato foi associado com gentamicina, houve um efeito aditivo ICIF=
0,5 para estirpes de bactérias gram negativas e positivas. Esse resultado

demonstra que L. venustum pode ser uma fonte de metabdlitos que podem ser
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usados na terapia contra microrganismos patogénicos com multirresisténcia a
antibiéticos em associacado com antibidticos, como gentamicina.

SIEBRA ei al., 2018 demonstraram em seu estudo o efeito da associacao
do extrato hidroalcolico de de varias partes da planta Passiflora cincinnata em
associacdo com antibioticos, como gentamicina, amicacina e B-lactamicos em
linhagens de MRSA resistentes aos mesmos. Sendo assim, foi obervado que a
associacdo nao foi capaz de alterar o fenétipo das linhagens de resistente para
sensivel, mas houve uma diminuicdo na CIM suficiente para impedir o
crescimento do patdgeno, atuando de forme sinergica com esses atibioticos.

Apesar da escassez de dados para a atividade antibacteriana do
isoeugenol contra S. aureus a respeito da terapia combinatoria com outros
antibacterianos, o0s resultados se mostram promissores, uma vez que a
associacdo do fenilpropanoide a gentamicina ndo apresentou antagonismo, o
que seria um efeito indesejavel; como também os rsultados corroboram com
estudos anteriores que demosntram que a associacdo de gentamicina com
produtos naturais resultou em resultados semelhantes ao do presente estudo.

Estes dados obtidos reforcam a importancia do isoeugenol como notavel
substancia antibacteriana, estimulando sucessivas pesquisas com o objetivo de

permitir sua insercao na terapeutica tradicional.
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6 Conclusao

Com base nos estudos de atividade antibacteriana realizados com o
fitoconstituinte isoeugenol frente cepas de S. aureus foi observado que:

O isoeugenol apresentou atividade antibacteriana contra cepas clinicas
de S.aureus com CIM de 512 ug/mL.

De acordo com a cinética de morte microbiana demonstrou que o
isoeugenol apresenta efeito bacteriostatico que nado depende de concentracao,
ja que o aumento da mesma nao reduziu significativamente a viabilidade das
células;

A associacdo do isoeugenol com a gentamicina apresentou efeito
sinérgico para a cepas clinica, ja para a cepa ATCC apresentou um efeito de

aditividade ou indiferenca.
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