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Afa da vigésima guarta defesa de fese de doutorado no Programa de Pos-Graduagao em
Desenvolvimento e Inovagdo Tecnologica em Medicamentos de CAROLINE UCHOA
SOUZA CARVALHO, candidata ao Titulo de “Doutor” em Desenvolvimento & Inovagao
Tecnoldgica em Medicamentos/UFPB.

As guatorze horas (14:00) do dia vinte e nove de abrl do ano de dois mil e vinte dois
(29/04/2022), na sala virtual, reuniram-se em carater de Solenidade publica 05 membros
da Comissdo designada para examinar a aluna CAROLINE UCHOA SOUZA
CARVALHO, candidata ao Titule de “Doutor” em Desenvolvimento e Inovacdo
Tecnologica em Medicamentos. Foram componentes da Banca Examinadora os
Professores Doutores: Fabio Comeia Sampaio (orientador), Barbara Viviana de Oliveira
Santos (examinadora interna), Reinaldo Mobrega de Almeida (examinador interno),
Gessenildo Pereira Rodrigues (examinador externo-Faculdade Rebougas de Campina
Grande) e Paulo Cesar Dantas da Silva (examinador externo-UJEPB). Dando inicio aos
trabalhos o presidente da banca, Prof. Dr. Fabio Comreia Sampaio, apos declarar os
objetivos da reunido, apresentou a candidata, CAROLINE UCHOA SOUZA CARVALHO,
a quem concedeu a palavra para que disseriasse oral e sucinfamente sobre o tema
apresentado e infitulado “Desenvolvimento e avaliagdo antimicrobiana de solugao
para incorporagao em fio de sutura cirurgico a base de oleo essencial de Lippia
sidoides Cham. associado & antimicrobianos”, titulo alterado apos avaliacao da banca
para, “Avaliagdo antimicrobiana da associacao de oleo essencial de Lippia sidoides
Cham. e antimicrobianos para revestimento em fio de sutura cirdrgico absorvivel”.
Apds discorrer sobre o referido tema durante cerca de cinquenta minutos, a candidata foi
arguida pelos examinadores na forma Regimental. Em seguida passou a comissdo, em
carater secrefo, a proceder & avaliagio e julgamento do frabalho, concluindo por atribuir-
lhe o conceito APROVADO. Em face da aprovacao declarou o presidente achar-se a
examinada, CAROLINE UCHOA SOUZA CARVALHO, legalmente habilitada a receber o
Titulo de “Doutor” em Desenvolvimento & Inovagio Tecnoldgica em Medicamentos, area
Farmacia, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direitn, a
expedicao do Diploma que o mesmo faz jus. Os trabalhos foram encerrados determinando
a leitura para fins de aprovagao e a lavratura da presente ata devidamente assinada por
todos os membros da Banca Examinadora.

Jodo Pessoa, em 29 de abril de 2022.
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durante cerca de cinquenta minutos, a candidata foi arguida pelos examinadores na forma
Regimental. Em seguida passou a comissao, em carater secreto, a proceder a avaliagao e
Julgament-:r do trabalho, concluindo por atnbmr—lhe o conceito APRD".-’ADD Em face da
aprovacao declarou o presldente achar-se a examinada, CAROLINE UCHOA SOUZA
CARVALHO, legalmente habilitada a receber o Titulo de 'Dnutur" em Desenvolvimento &
Inovagao Tecnnlégi::a em Medicamentos, area Farmacia, cabendo a Universidade
Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedigac do Diploma gue o mesmo
faz jus. Os trabalhes foram encerrados determinande a leitura para fins de aprovacao e a
lavratura da presente ata devidamente assinada por todos os membros da Banca
Examinadora.

Jodo Pessoa, em 29 de abril de 2022.

| ] I 1
Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio (presidente) i
“b BARBARE VIVIANA DE OLIVEIRA SANTOS
g Dartac 17052022 16:30: 26-0300
Verligue em hitps: | et icador . b

Prof.? Dr.® Barbara Viviana de Oliveira Santos (Examinadora Intema)

Prof. Dr/Reinaldo Nnbr de Almeida (Examinador Internao)

Gorailh Toreira Rodriques

Prof. Dr. Gessenildo Peremra Bbdrignes (Examinador Extemao)

Cl # wder Aa Sua .
hﬂf Dr Pantlo l_"&am antas da Silva (Examfmador Externo)
CPF: 051.194.894-86



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PARAIBA

REITOR

Prof. Dr. Valdiney Veloso Gouveia

VICE-REITOR

Profa. Dra. Liana Filgueira Albuquerque

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Prof. Dr. Valdir de Andrade Braga

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Prof. Dr. Jodo Euclides Fernandes Braga

VICE-DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Prof. Dr. Fabiano Gonzaga Rodrigues

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
DESENVOLVIMENTO E INOVACAO TECNOLOGICA EM MEDICAMENTOS

Profa. Dra. Hilzeth de Luna Freire Pessoa



Aos meus pais, Cecilia e Antoénio (in memorian),
gue me permitram o aprendizado da vida

e 0 pertencimento de que nasci onde precisava.
Ao meu irmao Diego, que me faz enxergar

gue nao preciso estar s6 diante das dificuldades.
Ao meu esposo Daniel, por me aceitar

e colaborar para minha evolucao.

As minhas amigas, Aline, Carolina, Cris e Liliane,
por me proporcionarem o sentimento de familia,
mesmo quando ndo se possui lagos de sangue.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forgas para nao desistir, mesmo com tantos percal¢os
e dificuldades, fui apresentada a resiliéncia. Deus sempre me mostrou que muitas
batalhas iriam apenas me fortalecer, ndo me deixou distrair-me do trabalho a que me
propus, me centralizou no dever a cumprir, ndo me deixando espelhar em minhas
atitudes o reflexo da amargura. “Entrega teu caminho ao Senhor; confia nele, e o mais
ele fara”.

Aos meus pais Cecilia e Antonio (in memorian), pela oportunidade de estar
aqui, por me ensinarem que pertencemos a planos superiores com o intuito de sempre
nos tornarmos seres humanos melhores. Sobretudo, agrade¢co a minha méae por
sempre acreditar que eu era capaz, me mostrando que eu poderia realizar qualquer
feito ao qual eu me dedicasse. Obrigada!!

Ao meu irmao Diego, por me dar a certeza de que mesmo em um turbilhdo de
obstaculos, posso ter o acalento de um companheiro, alguém para dividir o “fardo”.

Ao me esposo Daniel, simplemente por ndo desistir de nds, por entender muitas
vezes as situacoes intricadas que estes anos trouxeram e quantas lutas tive que travar
para estar concluindo este grande feito.

As minhas amigas Aline, Carolina, Cris e Liliane, “a familia que escolhi”, por me
mostrarem que o amor pode surgir em lagcos que optamos por trangar, o amor
certamente é o sentimento que nos une...

Ao meu orientador, Professor Dr. Fabio Sampaio, por aceitar me orientar
mesmo em momento tdo inoportuno. Gratiddo aos ensinamentos, paciéncia e por
acreditar em mim. Sua generosidade, tranquilidade, serenidade e humanidade fez a
caminhada possivel e me fez enxergar o que seria um verdadeito mestre! Vocé
recobrou minha fé de que ciéncia pode ser realizada por seres humanos!! Pretendo
continuar em sua companhia por muito tempo!

A minha coorientadora Patricia Maria de Freitas por todas as orientacdes e
ensinamentos. Tive muita sorte de encontrar uma pessoa tdo alto-astral como vocé,
detentora de tanto conhecimento!

Agradeco aos que fizeram parte da execugéo do projeto. Agradeco a Augusto,
técnico do laboratério de Microbiologia da UEPB, por toda ajuda e colaboragéo.

Agradeco também a Alexandre, técnico do Labial, por toda paciéncia e auxilio

todas as vezes que necessitei.



A Lilia, pelos momentos partilhados, conversas e ajuda prestada sempre que
solicitei. Neste momento de pandemia, agradeco por vocé ter me feito companhia e
também por tudo que fez por mim.

A professor Raimundo, pela colaboracdo com a elaboragéo da patente.

A Michelline Cavalcanti, pelo companheirismo nas aulas do DITM, paciéncia e
palavras de conforto, muitas vezes vocé me acalmou em momentos tao criticos.

A Alessandra Estevam, pelo coleguismo e orientacdes sempre que solicitei.

Aos professores do Programa de Desenvolvimento e Inovagédo Tecnoldgica de
Medicamentos pela dedicacao e conhecimento compartilhado.

A todos os colegas do curso de Doutorado, pela convivéncia, pela troca de
experiéncias e pelos momentos compartilhados.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.

Meus sinceros agradecimentos.



Em todos os caminhos da vida, encontraras obstaculos a superar. Se assim
nao fosse, como provarias a ti mesmo a sinceridade dos teus propoésitos de
renovacao? Aceita as dificuldades com paciéncia, procurando guardar contigo as
licbes de que se facam portadoras. Com todos temos algo de bom para aprender e
em tudo temos alguma coisa de util para assimilar. Nada acontece por acaso e,
embora te pareca o contrario, até mesmo o mal permanece a servico do bem. A
resignacdo tem o poder de anular o impacto do sofrimento. Se recebes criticas ou
injarias, néo te aflijas pela resposta verbal aos teus adversarios. Muitas vezes, 0s que
nos acusam desejam apenas distrair-nos a atencao do trabalho a que nos dedicamos,
fazendo-nos perder preciosos minutos em contendas estéreis. Centraliza-te no dever
a cumprir, refletindo que toda semente exige tempo para germinar. Toda vitoria se
fundamenta na perseveranca e sem espirito de sacrificio ninguém concretiza seus
ideais. Busca na oracao coragem para superar os percalcos exteriores da marcha, e
humildade para vencer os entraves do teu mundo interior. Aceita 0s outros como sao
a fim de que te aceitem como és, porquanto, de todos os patriménios da vida, nenhum
se compara a paz de quem procura fazer sempre o melhor, embora consciente de que

esse melhor ainda deixe muito a desejar”.

Chico Xavier, pelo espirito André Luiz



RESUMO

A resisténcia bacteriana € considerada um problema de saude publica mundial,
ocorrendo quando séo dispensados cuidados de salude aos pacientes. As Infeccdes
de Sitio Cirtrgico (ISCs) caracterizam-se pela infestacdo microbiana em feridas
provenientes de procedimentos cirargicos, onde o ato de suturar objetiva reparar
tecidos e impedir que patégenos possam contaminar o local, no entanto, pode vir a
ser a propria fonte de infec¢do. Dentre os materiais utilizados, os fios de sutura
revestidos com antimicrobianos podem reduzir a contaminagcdo em sitio cirdrgico,
indicando que séo opc¢des terapéuticas para reduzir indices de infeccées em feridas.
O presente estudo teve como objetivo desenvolver um novo revestimento para fios de
sutura de poliglactina, utilizando associagdes do Oleo essencial da planta Lippia
sidoides Cham. (OELS) com os antimicrobianos ciprofloxacino e ampicilina. Com o
intuito de obter associagdes sinérgicas entre o0 0leo e os antimicrobianos, foi realizado
o teste de Concentracéo inibitéria fracionada CIF (checkerboard) e, para avaliacéo da
atividade antimicrobiana em modelo de biofilme bacteriano, foi utilizada a técnica de
Cristal Violeta. As associacfes demonstraram sinergismo, além da capacidade em
inibir o crescimento bacteriano e reducéao na formacao de biofilme. As concentracfes
sinérgicas foram utilizadas para produzir uma solucdo de revestimento para fio de
sutura de poliglactina. O fio revestido foi posteriormente testado quanto ao
crescimento de biofilme bacteriano em sua superficie, apresentando resultados
positivos em relacdo a reducdo do crescimento microbiano, quando comparado ao
Vicryl Plus®, Unico fio revestido com substancia antimicrobiana no mercado
atualmente. O fio de sutura com OELS demonstrou ser uma alternativa terapéutica
para um novo produto com propriedade de reducéo de crescimento microbiano e, por

conseguinte, reduzir os riscos de Infec¢des de Sitio Cirurgico (ISCs).

Palavras chaves: Lippia sidoides Cham.; sinergismo; antimicrobianos; reducao de

infeccdo de sitio cirdrgico.



ABSTRACT

Bacterial resistance is considered a worldwide public health problem, occurring when
health care is provided to patients. Surgical Site Infections (SSIs) are characterized by
microbial infestation in wounds from surgical procedures, where the act of suturing
aims to repair tissues and prevent pathogens from contaminating the site, however, it
can become the source of infection itself. Among the materials used, suture threads
coated with antimicrobials can reduce contamination in the surgical site, indicating that
they are therapeutic options to reduce rates of wound infections. The present study
aimed to develop a new coating for polyglactin suture threads, using associations of
essential oil from the plant Lippia sidoides Cham. (OELS) with the antimicrobials
ciprofloxacin and ampicillin. In order to obtain synergistic associations between oil and
antimicrobials, the CIF Fractional Inhibitory Concentration test (checkerboard) was
performed and, for the evaluation of antimicrobial activity in a bacterial biofilm model,
the Crystal Violet technique was used. The associations demonstrated synergism, in
addition to the ability to inhibit bacterial growth and reduce biofilm formation. The
synergistic concentrations were used to produce a coating solution for polyglactin
suture. The coated wire was later tested for the growth of bacterial biofilm on its
surface, showing positive results in relation to the reduction of microbial growth, when
compared to Vicryl Plus®, the only wire coated with an antimicrobial substance on the
market today. The suture thread with OELS proved to be a therapeutic alternative for
a new product with the property of reducing microbial growth and, therefore, reducing

the risks of Surgical Site Infections (SSIs).

Key words: Lippia sidoides Cham; synergistic; antimicrobials; surgical site infection

reduction.
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1. INTRODUCAO

Desde o0 século passado, hospitais e todos os procedimentos nele
executados, foram constantes fontes de preocupacdes, principalmente devido as
infeccdes que ocorriam neste ambiente, arriscando a vida de pacientes e da
populacdo no geral (BHATTACHARYA, 2017). As infec¢bes bacterianas continuam
sendo um assunto atual, consistindo em um problema de saude publica mundial.

Em conceitos atuais temos as Infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), infecgbes que transcenderam o ambiente hospitalar, ocorrendo em ambientes
onde sejam dispensados atendimentos a salde dos pacientes (SHARMA, SHABIR,
2017). Segundo a portaria N° 2616/1998, as IRAS podem ser adquiridas cerca de 48
a 72 horas apos o contato do paciente com o processo ou estadia nosocomial, nao
estando compreendido o periodo de incubacédo, estas infeccdes podem ser
registradas durante a internacéo ou apos alta do estabelecimento de saude (BRASIL,
1998).

Com o advento da pandemia do SARS-CoV-2 foi emitida a nota técnica
GVIMS/GGTES/ANVISA N° 04/2020, contendo orientacbes sobre o0s servicos de
saude no que concerne a prevencao e controle de transmissao da infeccdo causada
pelo coronavirus, renovando a importancia de medidas de prevencdo e controle
direcionadas aos microrganismos (BRASIL, 2021).

Dentre as IRAS temos a subdivisdo das Infec¢cdes de Sitio Cirargico (ISCs),
caracterizadas pela infestacdo microbiana em feridas provenientes de procedimentos
cirargicos, uma complicacéo corriqueira em procedimentos desta estirpe (SENGUPTA
et al., 2014; SIEVERT et al., 2013). O processo infeccioso normalmente inicia-se com
bactérias provenientes da microbiota da pele, patbgenos presentes no ambiente do
estabelecimento onde o procedimento esta sendo realizado, materiais utilizados, ou
até mesmo, provenientes das maos dos profissionais de saude (CHAMBLESS; HUNT;
STEWART, 2006; MANDAKHALIKAR, et al., 2016).

Os microrganismos e géneros mais encontrados em feridas de origem de sitio
cirargico sdo; Staphylococcus aureus (SENGUPTA et al., 2014; SIEVERT et al.,
2013), seguido de Escherichia coli, Klebsiella, Staphylococcus coagulase negativa,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Enterococcus, Citrobacter, Acinetobacter spp. e
Klebsiella spp (SENGUPTA et al., 2014; SOTO, 2014; TAMBYAH; OON, 2012), além

de também serem encontradas Enterobactérias produtoras de enzimas de resisténcia,
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como ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase) e carbapenemases (CHANG, et
al., 2011; NICOLLE, 2014).

O procedimento de sutura € comumente aplicado em diversos procedimentos
cirargicos, tendo como finalidades principais reparar os tecidos e impedir que
patdgenos possam contaminar o local. No entanto, o material de sutura funciona como
um corpo estranho podendo potencializar o processo de infec¢do. O tipo de material
utilizado, a adeséo bacteriana tanto no material quanto no tecido lesado leva a
complicacdes de grande importancia clinica (GOEL, 2016; MASINI et al., 2011).
Devido a problematica da adesdo bacteriana em fios de sutura, e com o objetivo de
reduzir a incidéncia de infeccdo em sitios cirdrgicos, novos revestimentos
antibacterianos tém sido desenvolvidos por pesquisadores em todo o mundo (GUO et
al., 2016; OBERMEIER et al., 2015, PELZ; TODTMANN; OTTEN, 2015; WU et al.,
2017).

A resisténcia bacteriana vem se agravando devido ao uso indiscriminado de
medicamentos antimicrobianos. Muitos destes farmacos ja demonstram ineficacia
contra diversos patdégenos. Os antimicrobianos betalactamicos sdo exemplos desta
perda de eficiéncia e apesar de seu uso amplo uso ao longo do tempo, ainda sédo os
mais prescritos na clinica, devido a sua facil disponibilidade, seguranca e eficacia
comprovada (LEE et al., 2014). Outra classe sdo as quinolonas, representantes de
espectro ampliado, abrangendo patdgenos gram-positivos e gram-negativos, com
poténcia elevada, mas que devido ao uso frequente, ja demonstra indicios de
resisténcia além de registros de reacfes adversas.

Nas ultimas décadas, houve uma tendéncia em buscar novas substancias em
fontes naturais, principalmente em espécies de plantas, caracterizando uma
alternativa para o0s tratamentos usualmente empregados (HEMAISWARYA,;
KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). As plantas medicinais podem representar uma
alternativa de substituicdo ou melhora na eficacia aos antimicrobianos comumente
utilizados, fornecendo subsidios para evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, devido a diversidade de mecanismos de acdo dos metabdlitos, além de
apresentarem uma menor incidéncia de efeitos colaterais e toxicidade (SANTOS et
al., 2006; SOUZA et al., 2007).

Lippia sidoides Cham., conhecida popularmente como “Alecrim-pimenta”, vem
demonstrado atividades efetivas frente a microrganismos patoldgicos, sobretudo na

area odontoldgica e dermatologica. O 6leo essencial extraido desta planta foi
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amplamente caracterizado, demonstrando alto potencial antimicrobiano (GIRAO et al.,
2003).

Uma metodologia comumente utilizada em tratamentos de quadros
infecciosos € a associacdo entre compostos, as razdes para associar dois agentes
antimicrobianos séo diversas, mas basicamente busca-se o sinergismo entre eles,
onde um pode potencializar o efeito do outro aumentando a eficacia e reduzindo uma
possivel toxicidade (AGBOKE; ESIMONE, 2011; LEWIS et al., 2002).

A associagao entre compostos naturais e antimicrobianos vem sendo testada
em diferentes experimentos que abrangem uma diversidade de espécies vegetais
(FADLI et al., 2011; KNEZEVIC et al., 2016). Os 6leos essenciais vém se destacando
em associacdes sinérgicas que possuem como vantagem apresentarem risco
reduzido para o desenvolvimento de resisténcia microbiana. Combinacdes entre 6leos
essenciais e antimicrobianos tendem a reduzir as concentracfes destes
medicamentos, favorecendo o uso clinico destes agentes oferecendo uma alternativa
para o controle de microrganismos multirresistentes (BARRETO et al., 2014;
GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE GUTIERREZ et al., 2008; KASRATI et al.,
2014).

Desta forma, o presente trabalho propds desenvolver solucbes com acéo
antimicrobiana destinadas para o revestimento de fio de sutura cirargico de
poliglactina, utilizando para este fim, a associacao do 6leo essencial da planta Lippia
sidoides Cham. com os antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino, avaliando a
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos patogénicos Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e avaliar in vitro, solugdes para revestimento com a¢ao antimicrobiana

destinadas a fio de de sutura, elaboradas a partir da associagdo do 6leo essencial de

Lippia sidoides Cham. (OELS) com os antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino.

2.2 Objetivos Especificos

>

Determinar a concentracédo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham. (OELS) para cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus;

Avaliar os efeitos inibitérios na agcdo microbiana da associacéo do 6leo essencial
com os antimicrobianos, ampicilina e ciprofloxacino, utilizando as técnicas de
Checkerboard e Cristal Violeta, para as cepas Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus;

Revestir o fio de poliglactina com as solucdes resultantes da associacdo do OELS
e antimicrobianos em diferentes concentracoes;

Avaliar o efeito antibacteriano in vitro do fio revestido com as solucdes
antibacterianas em meios de cultura contendo Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

A luta da humanidade contra as infec¢des bacterianas vem desde os primeiros
conhecimentos e registros nessa area, sendo inerente ao seu surgimento. As
tentativas de descoberta de compostos quimicos que exercessem efeito contrario a
estes microrganismos vém de longa data, e como uma das primeiras descobertas
temos o elemento arsénico, que em 1910 fez parte da composi¢cado do que podemos
chamar do primeiro antibiético de origem sintética, o salvarsan®, usado no tratamento
da doenca sifilis, desenvolvido por Ehrlich (AMINOV, 2017).

Mais conhecido por todos, o notorio pesquisador, Alexander Fleming, descobriu
a penicilina de forma acidental e, apesar de toda a fama, inicialmente o composto nao
foi de muita utilidade para os tratamentos clinicos, devido a problemas como baixo
rendimento na producdao, instabilidade do produto, dificuldades de purificacdo dentre
outros percalcos. O préoprio Fleming participou de forma ativa, junto com outros
pesquisadores, das resolu¢cdes dos problemas de producao da penicilina, até que em
1940, um grupo de Oxford tendo como lideres Howard Florey e Ernest Chain,
publicaram procedimentos de purificacdo e melhorias para o rendimento na producao
gue desta forma pode ter seu uso difundido. A Segunda Guerra Mundial, que se
estendeu até meados da década de 40, popularizou o tratamento com este farmaco,
transformando-o em um tratamento que salvou muitas vidas de soldados em conflito.

A penicilina tornou-se assim, um antibiotico de larga empregabilidade para
tratamento de doencas que antes ndo possuiam opc¢des eficientes, além de produzir
menos efeitos colaterais. Consequentemente, a mortalidade por doencas como
pneumonia e tuberculose declinou consideravelmente (AMINOV, 2017).

Com as descobertas de novos compostos com atividade antimicrobiana, a
exemplo das sulfonamidas e estreptomicina, houve uma verdadeira revolucdo nos
tratamentos clinicos, melhorando irrefutavelmente a qualidade de vida dos individuos
(AMINOQV, 2017).

Pode-se afirmar, que a histéria de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
surge a partir da descoberta da penicilina em 1928, e desde esta época, Fleming ja
alertava da possibilidade de resisténcia das bactérias em relagéo a estes compostos

(FLEMING, 1929). A amplificacdo deste efeito de resisténcia ocorreu ainda mais
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qgquando o uso dos antibiéticos ultrapassou a cura de infeccbes em organismos
humanos, passando a ser utilizado para cura de organismos animais, agricultura e
aplicagéo industrial (HELKE et al., 2017).

O uso disseminado de antimicrobianos na agua e producdo de alimentos,
promoveu o contato entre estes farmacos e seres humanos desde o nascimento, onde
muitas vezes, recém-nascidos ja apresentam cepas bacterianas resistentes,
formando uma flora microbiana humana com essa caracteristica desde tenra idade
(ECONOMOU; GOUSIA, 2015; KOTHARI, et al., 2013).

Sendo assim, populacdes de microrganismos comensais presentes nos seres
humanos incluem espécies naturalmente resistentes, selecionadas quando utilizamos
estes medicamentos indiretamente ou de forma equivocada, reduzindo drasticamente
a capacidade de tratamento de doencas infecciosas aumentando a capacidade das
bactérias sobreviverem aos tratamentos (COSTA, 2016).

A origem majoritaria dos antimicrobianos é natural, em sua maioria sao
compostos produzidos por microrganismos, como fungos ambientais e bactérias
saprofitas. A partir destes compostos naturais € possivel realizar varias modificacdes
semi-sintéticas, surgindo classes derivadas onde seus representantes possuem uma
origem totalmente laboratorial (ZATORSKI et al., 2016).

Nos ultimos anos houve um crescimento vertiginoso na resisténcia microbiana
aos tratamentos farmacologicos utilizados na clinica, elevando significativamente a
morbidade, mortalidade e necessidade de cuidados em saude o que gera altos custos
com tratamentos que poderiam ser gastos em novas tecnologias ou ampliacédo da rede
assistencial (PATRIDGE et al., 2018).

O problema se agrava em paises onde ndo héa controle efetivo das prescricoes
destes farmacos, demonstrando um uso de maneira ndo racional, onde muitas vezes
sdo adquiridos sem prescricdo elaborada por um profissional habilitado, além de
objetivos terapéuticos equivocados (OKEKE et al.,, 2005; AYUKEKBONG;
NTEMGWA; ATABE, 2017).

Mesmo tratamentos acompanhados por profissionais habilitados podem gerar
resisténcia, primariamente por uma selecdo errbnea do farmaco realizada
frequentemente de forma empirica, onde o medicamento nédo € indicado para cepa
patogénica especificamente. Em varios episddios o microrganismo ja apresenta
resisténcia no inicio do esquema terapéutico, ou ndo é adequado o uso de

antimicrobiano para a infecgéo apresentada. Outra motivagao seria a ndo adeséo da
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terapia por parte dos pacientes, seja por esquecimento de tomar doses programadas,
suspensao do tratamento devido aos efeitos colaterais, ou mesmo, deixando de
concluir a tepapia por conta propria, quando ha melhora no quadro clinico da doenga
(FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017).

Atualmente o que se observa é a falta de farmacos que sejam eficientes quando
se trata de quadros clinicos infecciosos com complicacdes relacionadas a resisténcia
bacteriana. Ha uma escassez de novas moléculas provenientes da prépria indastria,
privando o mercado de novas alternativas terapéuticas, os representantes mais
modernos séo de amplo espectro e muitas vezes ndo apresentam nenhuma eficiéncia
na erradicacao de uma infeccado em curso, levando pesquisadores de todo o mundo a
buscar o entendimento dos mecanismos desempenhados pelas bactérias para
garantir sua patogenicidade (PEREZ-CANO; ROBLES-CONTRERAS, 2013).

Observa-se que quanto mais se detalhar os mecanismos que conferem
resisténcia, aumentam-se as possibilidades de novas descobertas cientificas no
combate a viruléncia bacteriana (FABRIN; VIZZOTTO, 2019).

Assim como outros organismos, as bactérias procuram mecanismos de eliminar
fatores que tentem destrui-las, visando sua sobrevivéncia e preservacdo de sua
espécie. Atualmente o cenario apresentado demonstra mecanismos de protecdo em
constante evolucdo, compreendendo desde a tentativa de impedir a entrada do
medicamento na célula bacteriana, producédo de enzimas que destroem ou modificam
o farmaco e até realizar alteracdes no proprio DNA bacteriano, modificando o alvo
farmacoldgico das drogas (HOLMES et al., 2016).

Bioquimicamente a resisténcia caracteriza-se pela ndo eficiéncia por parte do
antibidtico em atingir seu alvo terapéutico, em uma dosagem usualmente eficiente
para inibir ou erradicar o crescimento bacteriano. Os mecanismos de resisténcia
podem ser descritos por serem inerentes a propria bactéria ou adquiridos. A
resisténcia adquirida capacita as bactérias desenvolverem resisténcia através de
mutacdes adquiridas do meio ou através da aquisicdo de material genético de outras
bactérias ja resistentes (OLIPHANT; EROSCHENKO, 2015).

Basicamente as bactérias apresentam trés mecanismos de resisténcia aos
farmacos antimicrobianos, (1) capacidade de modificar o local do alvo farmacolégico
do medicamento, diminuindo a capacidade de ligacdo do farmaco ao seu sitio de

ativacdo, (2) desintegracdo estrutural do antibiotico através de enzimas cataliticas
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produzidas pelas proprias bactérias e, (3) efluxo de antibibtico para o exterior da célula
bacteriana (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008; SHELDON, 2005).

Os agentes farmacoldgicos utilizados no combate as infeccbes podem ser
classificados através de seu mecanismo de acdo. Existem quatro classificacdes
basicas: (1) interferéncia na sintese celular de componentes essenciais para a
bactéria, (2) inibicdo da sintese de proteinas, (3) interferéncia na sintese de acidos
nucleicos e (4) inibicdo do metabolismo (TENOVER, 2006).

Os farmacos que atuam inibindo a sintese da parede celular contemplam a
classe dos betalactamicos, carbapenémicos e monobactamicos, outros s&o o0s
glicopeptideos como a vancomicina e teicoplanina, todos atuam no bloqueio da
sintese da parede celular. A diferenca é que os betalactamicos inibem a sintese de
uma nova célula quando interferem nas enzimas responsaveis pela producdo da
camada de peptidoglicano, enquanto a vancomicina e a teicoplanina se ligam aos
residuos D-alanina terminais da cadeia peptidoglicana nascente, impedindo a
reticulacdo da parede celular bacteriana, imprescindivel para sua estruturacao
(MCMANUS, 1997; NEU, 1992).

Outros agem inibindo a sintese proteica ligando-se aos ribossomos, que
diferem em estrutura dos encontrados em células eucariontes humanas, permitindo
seletividade para as células bacterianas, impedindo a producdo de proteinas
indispensaveis para o0 metabolismo destes microrganismos. Macrolideos,
aminoglicosideos e tetraciclinas se ligam a subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
enquanto o cloranfenicol se liga a subunidade 50S (NEU, 1992; MCMANUS, 1997).

Interrompendo a sintese de DNA bacteriano temos a classe das
fluoroquinolonas e as sulfonamidas junto com o trimetoprim, que bloqueia o caminho
para a sintese de acido folico inibindo a sintese de DNA (DRLICA; ZHAO, 1997;
STORM; ROSENTHAL; SWANSON, 1977).

3.1.1 Alterac6es no DNA bacteriano

As bactérias podem desenvolver resisténcia utilizando mecanismos que
alterem seu DNA, repassando esta informag&o para outros microrganismos. Analises
em nivel molecular demonstram que a multirresisténcia generalizada se perpetua
através da passagem de informacdes genéticas de um microrganismo para outro,

atividade ampliada devido a selecdo dos representantes resistentes. Para que 0
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material genético seja coletado, inserido e repassado, ocorrem eventos intracelulares
com a participagéo de elementos dotados de mobilidade, definidos como elementos
genéticos moveis (EGM). Intracelularmente, as sequéncias de insercao e transposons
sdo exemplos dessas estruturas, contendo informagbes que se distribuem
aleatoriamente para novos locais na mesma, ou em diferentes moléculas de DNA,
dentro de uma unica célula (PARTRIDGE et al.,, 2018). Outro exemplo sdo 0s
integrons, onde a reestruturacéo ocorre de forma que a mobilidade ocorre entre locais
especificos (KORSAK et al., 2019).

Na etapa onde h& a captura de informagfes genéticas entre microrganismos
temos trés mecanismos conhecidos: conjugagao / mobilizagdo (mediada por
plasmideos e elementos conjugativos integrativos ECI), transducdo (mediada por
bacteriofagos) e transformacao (captacdo de DNA extracelular) (PARTRIDGE et al.,
2018).

Outros exemplos de elementos genéticos moveis sdo 0S genes cassetes,
constituidos de um anico gene que podem assumir uma forma circular, mas néo se
replicam, ja os plasmideos sdo um meio de transporte genético que variam em
tamanho, se localizam extracromossomo e sdo replicaveis, podendo transmitir a
informacéo para células descendentes através de divisdo celular ou para outras
células bacterianas (KORSAK et al., 2019; PARTRIDGE et al., 2018).

Outra forma de alteracdo genética sdo as chamadas ilhas gendémicas, estes
elementos sdo passados entre células sem o processo de divisdo celular e contém
varias informacbes de fatores de resisténcia ou viruléncia bacteriana. S&o
denominadas ilhas por abrigarem varios elementos genéticos méveis como 0s
elementos conjugativos integrativos, elementos integraveis mobilizaveis e genes
cassetes, havendo muitas vezes a necessidade de processos como a conjugac¢ao ou
elementos virais, como os fagos, para transferirem a informacdo genética
(PARTRIDGE et al., 2018; PINA-ITURBE et al., 2020).

Modificacdes em locais de ligacdo de medicamentos ocorrem com as proteinas
de ligacéo a penicilina (PLPs), elas podem sofrer mutacdo no gene que as codifica.
Essas enzimas se encontram tipicamente ancoradas na membrana citoplasmatica da
parede celular bacteriana e funcionam na montagem e controle dos ultimos estagios
da construcao da parede (PUCCI; DOUGHERTY, 2002). S. aureus MRSA, expressa
um gene que codifica uma PLP alterada (PLP2a), em comparag¢ao com os PLPs mais

comumente encontradas esta alteracdo leva ao carater de resisténcia e dificuldade de
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tratamento em infec¢cdes causadas por esta cepa (PUCCI; DOUGHERTY, 2002). O
genoma que codifica PLP2a tem baixa afinidade para todos os antimicrobianos f3-
lactamicos permitindo assim a sobrevivéncia mesmo em presenca de altas
concentragdes do medicamento (TANG; APISARNTHANARAK; HSU, 2014).

3.1.2 Inativacdo enzimatica

O metabolismo bacteriano estd sempre em busca de mecanismos que
promovam sua sobrevivéncia. Um destes mecanismos € a producdo de enzimas que
desestruturem ou modifiqguem a molécula de antimicrobiano, tornando-a inefetiva.
ReacgbOes quimicas que envolvam hidrdlise, transferéncia de grupos quimicos ou
mecanismos de reducdo desorganizam a estrutura quimica do farmaco,
imprescindivel para atingir o alvo farmacologico localizado na bactéria (WRIGHT,
2005).

Exemplos classicos de mecanismo de resisténcia, onde a estrutura quimica do
farmaco € desorganizada, sdo um grupo de amidases que clivam o anel B-lactamico
de classes de drogas como as penicilinas e cefalosporinas. Esterases foram
associadas a resisténcia de antimicrobianos da classe dos macrolideos e epoxidases
clivam a estrutura anelar da fosfomicina (ABRAHAM; CHAIN, 1940).

O primeiro mecanismo desta natureza relatado por pesquisadores foi a
producdo de enzimas penicilinases por Escherichia coli patogénica (ABRAHAM,;
CHAIN, 1940). O estudo dessas enzimas tem sido extremamente explorado,
fornecendo cada vez mais detalhes sobre o funcionamento da dindmica de resisténcia
(HARTMAN.; TOMASZ, 1984; JENSEN et al., 2015; YIN et al., 2018).

As enzimas foram classificadas de diferentes formas por diferentes autores, as
lactamases inicialmente se dividem em Ser-B-lactamases e metalo-B-lactamase, se
subdividindo, em relacdo as suas estruturas, através da sequéncia de aminoacidos,
preferéncias de substratos e sensibilidade aos inibidores das enzimas (SHAH et al.,
2004).

O estudo publicado por Bush, Jacoby, Medeiros (1995), classificou as [-
lactamases em quatro categorias, grupos 1, 2 e 4 foram classificadas como Ser-[3-
lactamases, enquanto o grupo 3 foi classificado como metalo-B-lactamase. O grupo 1
€ composto por cefalosporinases que sao pouco inibidas pelo &cido clavulanico; o

grupo 2 é composto por penicilinases sensiveis aos acidos clavulanicos e inclui as
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chamadas B -lactamases de espectro estendido (ESBLs) (SHAH et al., 2004). O grupo
4 é formado por lactamases pouco inativadas pelo acido clavulanico e que ndo se
enquadram nas outras categorias. O acido clavulanico foi descoberto pelo Beecham
Research Laboratories a partir de cepas de Streptomyces clavuligerus, possuindo
uma origem natural, o laboratério estruturou um programa de triagem de
microrganismos, com a finalidade de isolar inibidores das enzimas 3 —lactamases que
inativavam os antimicrobianos que gerou a descoberta (OLIVEIRA et al., 2009).

Os antimicrobianos da classe dos macrolideos interferem na sintese proteica
das bactérias, sua estrutura molecular ciclica possui uma ligacéo éster primordial para
exercer seu efeito farmacoldgico, as esterases agem clivando justamente estas
ligacbes (WONDRACK et al., 1996; BISKRI; MAZEL, 2003; WRIGHT, 2005).

Outro exemplo seria a fosfomicina, um farmaco bactericida, composto por um
anel epoxi, que rompe a sintese da parede celular por modificar covalentemente a
enzima citosolica MurA, essencial para a sintese do acido N-acetilmuramico, um dos
blocos essenciais na formacao do peptidoglicano, sustentaculo da parede celular. A
resisténcia enzimatica a esse antibiotico se da através da abertura e destruicdo do
anel epoxido pelas enzimas epoxidases (FILLGROVE et al., 2003).

Um grupo de enzimas de resisténcia bastante heterogéneo séo as transferases,
elas modificam de forma covalente os antimicrobianos, promovendo alteracdes
estruturais que nado permitem a ligacdo do farmaco ao alvo de forma adequada
(WRIGHT, 2005). As estratégias quimicas de modificacdo covalente incluem, O-
acilacao e N-acilagédo, O-fosforilacdo, O-nucleotidilacéo, O-ribosilacao, O-glicosilacéo
e transferéncia de grupo tiol e dependem da presenca de um co-substrato (ATP, acetil-
CoA, NAD +, glicose UDP ou glutationa). O evento ocorre mais comumente em grupos
hidroxila e / ou amina vulneraveis presentes em antimicrobianos, levando a inativacao
(WRIGHT, 2005).

Exemplos préaticos sdo as acetiltransferases de aminoglicosideos, como estes
compostos se ligam ao ribossomo, alteram o mecanismo de decodificacéo, resultando
na sintese de proteinas alteradas, blogueando a etapa de traducéo. As interrupcdes
dos principais grupos hidroxila e amina, blogueia a interacdo do farmaco com o RNAr
bacteriano (WANG et al., 2019). As mesmas enzimas agem sobre o cloranfenicol,
adotando uma organizacao trimérica quaternaria e com trés locais ativos em sua
interface, podendo diferir em outros aspectos, mas compartilham estratégias

moleculares semelhantes de O-acetilaggo (SCHWARZ et al., 2004). As
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estreptogaminas acetiltransferases inativam as estreptograminas do tipo A por
acetilacdo do grupo hidroxila livre (MURRAY; LEWENDON; SHAW, 1991).

Cinases séo outro tipo de enzimas de inativacdo, catalisam a transferéncia de
fosfato, normalmente uma molécula de ATP, para diversos substratos. As cinases
envolvidas na resisténcia aos antimicrobianos sédo O-fosfotransferases (Mobile

genetic elements associated with antimicrobial resistance (PARTRIDGE et al., 2018).

3.1.3 Efluxo de farmaco para fora da célula bacteriana

Bombas de efluxo sdo proteinas presentes na membrana citoplasmatica
bacteriana, que tém como funcdo enviar para fora da célula a molécula de
antimicrobiano, desta forma, as quantidades de farmaco intracelular se reduzem a
niveis subinibitorios, impedindo-os de atingirem seu alvo terapéutico. Estudos
demonstram que fenotipos de resisténcia podem ser gerados pela contribuicdo de
uma superexpressao dessas estruturas, resultantes de mutacfes genéticas (LOUW
et al., 2009).

Algumas destas bombas possuem o ATP como fonte de energia direta para
realizar a exportacdo da molécula, outras utilizam transportadores ativos secundarios
alimentados por energia eletroquimica capturada em gradientes de ions
transmembranares. Para que haja resisténcia a taxa de extracdo deve ser semelhante
ou maior que as taxas da molécula que entra na célula (BLANCO et al., 2016; DU et
al., 2018)

As bactérias gram-negativas sdo dotadas de outra estrutura exportadora, suas
membranas externas contém proteinas chamadas porinas que formam canais que
permitem a passagem de muitas substancias hidrofilicas para o interior celular,
incluindo os farmacos antimicrobianos. Um nivel reduzido na quantidade destas
proteinas diminui o influxo de farmaco na célula microbiana, permitindo que a bactéria
desenvolva resisténcia (THOMSON; BONOMO, 2005; SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016).

3.2 Biofilme bacteriano

A capacidade de formacao de biofilme foi identificada desde tempos remotos,

descobertas indicam que esta caracteristica ha tempos é conhecida nos procariontes.



34

Microcolénias de biofilme foram registradas em fésseis encontrados na Africa
do Sul e na Austrdlia, biofilmes filamentosos foram descobertos em rochas vulcanicas
hidrotérmicas, demonstrando a presenca dessas estruturas desde a pré-historia
(RASMUSSEN, 2000; WESTALL et al.,, 2001). Devido as condicdes ambientais
extremamente adversas que ocorriam no planeta, teoriza-se que os biofilmes tenham
proporcionado a possibilidade de desenvolver interacdes entre células individuais
(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

O biofilme bacteriano formado em superficies, confere resisténcia aos
microrganismos e sua constituicdo é composta por dois tipos celulares: células
sésseis, unidas em adesao as superficies, e células planctbénicas, localizadas livres
no meio em dispersao, sendo as responsaveis por iniciar a formacéo de novos focos
de biofilmes (MAUNDERS; WELCH, 2017).

O biofilme propriamente dito caracteriza-se como a unido de células
bacterianas unidas em uma estrutura multicelular e funcional, envolvidas
externamente por uma matriz polimérica com poder de adesdo, os chamados
exopolissacarideos (EPS), esta cobertura é produzida pelas proprias bactérias e
aderida as superficies vivas ou inertes (MAUNDERS; WELCH, 2017). A estrutura
formada por exopolissacarideos, DNA, proteina e fosfolipideos confere uma
verdadeira blindagem, atribuindo firmeza e capacidade de fixacdo, além de permitir a
interacdo entre as células componentes do biofilme. Essa estrutura confere um alto
grau de organizacdo, cujas células expressam genes diferenciados das células
planctonicas equivalentes, trazendo ao campo cientifico a visdo de que biofilmes séo
comunidades diferenciadas complexas dotadas de especializa¢do celular (HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; LIAO; SCHURR; SAUER, 2013).

Vale salientar que a caracterizacdo de uma estrutura de biofilme se da através
da matriz de exopolissacarideos (EPS), que protege e confere delimitacdo de suas
células componentes. A constituicAo de polimeros biogénicos altamente
diversificados, promove ampla variedade na tipologia de biofilmes formados
(KRONING, 2019).

O objetivo primordial da estrutura organizacional adotada é de adaptacao,
adquirindo a propriedade crucial de preservacdo da colénia frente a fatores que
ameacem sua sobrevivéncia como radiacdo, mecanismos de defesa do hospedeiro e

resisténcia aos medicamentos antimicrobianos garantindo a sobrevivéncia e
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vantagem seletiva as células participantes desta associacdo (KLAUSEN et al., 2003;
SAUER et al., 2002).

Com o desenvolvimento das sofisticadas técnicas de imagem houve a
possibilidade de observar as etapas de formacéo de biofilmes (LAWRENCE et al.,
1991; STOODLEY et al., 2002). Estudos realizados com o intuito de descrever as
etapas de crescimento demonstraram que inicialmente as células bacterianas livres
se fixam em uma superficie, tornando-se sésseis, onde crescem em forma de
microcoldnias, estas representam o0s biomarcadores em estagio inicial, sendo
evidéncia significante de que uma estrutura de biofilme estd em formacéo, logo apos,
vem o estado de maturacéo e dispersdo de células planctdnicas no meio (Figura 1)
(STOODLEY et al., 2002; MUSKEN et al., 2010).

Figura 1 — Formacé&o de biofilme bacteriano.
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Fonte: MAUNDERS; WELCH, 2017.
Etapa 1: fixac&o inicial das células a superficie. Etapa 2: producdo de EPS resultando em um anexo
“irreversivel" mais firmemente aderido. Etapa 3: desenvolvimento inicial da arquitetura de biofilme.

Etapa 4: maturagdo da arquitetura do biofilme. Etapa 5: dispersdo de células Unicas do biofiime.

As células aderentes isoladas iniciam a formacédo do biofilme em superficie e
inicialmente sdo envolvidas por matriz exopolimérica em pequena quantidade, como
esta matriz confere a estruturagdo habitual do biofilme as células ainda possuem a
capacidade de se movimentar de forma individual, migrando muitas vezes para

superficie retornando ao estado plancténico livre, demonstrando assim ser um estagio
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de adesdo reversivel. A medida que o biofilme amadurece mais matriz de
exopolissacarideos é formada promovendo a adeséo na forma de estrutura mais rigida
(MARSHALL; STOUT; MITCHELL, 1971; PERCIVAL, 2017).

Ao passar de uma fixagdo em superficie reversivel para irreversivel, o biofilme
se torna maduro, onde as bactérias devem sempre manter contato com o substrato.
(STOODLEY et al.,2002). A fase de maturacdo denota diferencas evidentes entre
células planctonicas e a uma comprovacao destas seria a presenca de determinadas
proteinas detectaveis em amostras maduras de biofilme, indetectaveis na forma
planctdnica. As proteinas classificam-se basicamente em razdo de suas funcoes:
metabolismo, fosfolipidios e biossintese de lipopolissacarideos (LPS), transporte e
secrecdo de membranas e mecanismos de adaptacdo (SAUER et al., 2002). Outra
observacédo entre o biofilme maduro e as células livres seria o material genético,
Whiteley et al. (2001), detectou uma constancia de genes em biofilmes maduros,
indicando uma espécie de identidade para esta associacao multicelular ativa, dentre
0s genes identificados predominavam os que codificam proteinas envolvidas na
traducdo, metabolismo, transporte e / ou secrecdo de membrana e regulacdo do
préprio material genético.

Depois do inicio do crescimento do biofilme, as microcolénias formam uma
espécie de cobertura externa de bactérias estacionarias, enquanto a regido interna do
microcolénia é fluida composta por células moéveis (do fenétipo plancténico) e quando
chega a etapa de disperséo, estas migram para fora da microcolénia, deixando um
espaco vazio (SAUER et al., 2002; TOLKER-NIELSEN et al., 2000). O destacamento
de células da estrutura, individualmente ou em grupos, tem sido associado a reducéo
de EPS correlacionada com a falta de nutrientes devido ao crescimento demasiado
da associagdo (ALLISON et al., 1998; O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; SAUER
et al., 2002; ZHANG et al., 2018).

Trés mecanismos principais sao atribuidos a disseminacdo da formacao do
biofilme. Pode ocorrer uma redistribuicdo de células bacterianas, devido a mobilidade
das células que j4 estdo aderidas na superficie de uma estrutura de biofilme ja
preexistente, outra maneira seria a divisdo binaria das células ja fixas nas superficies
e um terceiro mecanismo seria o recrutamento de células do meio para o biofilme em
formacdo (DALTON; GOODMAN; MARSHALL, 1996; DE VOR; ROOIJAKKERS; VAN
STRIJP, 2020; HEYDORN et al., 2000; STOODLEY et al., 2002; TOLKER-NIELSEN
et al.,2000).
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A maneira como ocorre a adesdo das bactérias, agilidade, capacidade e
estrutura tridimensional é influenciada por diversos fatores como ambiéncia do local
de adesdo, composicao quimica do EPS formado, espécie bacteriana, material
genético, potencialidade de viruléncia do patégeno e caracteristicas fisico-quimicas
da superficie onde esta sendo iniciada a formacédo do biofilme (HALL-STOODLEY;
STOODLEY, 2002; SHARMA et al., 2016; STOODLEY et al., 1998).

A estrutura formada demonstra ser versatil, alterando seu formato de acordo
com as condi¢des de suprimento nutricionais recebidos, apresentando-se planas ou
em formato de cogumelo (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004;
KLAUSEN et al., 2003).

Canais de agua foram identificados em biofilmes produzidos in vitro e a funcao
atribuida a eles foi semelhante ao sistema circulatorio, auxiliando no transporte de
nutrientes para diferentes partes do biofilme e recolhendo residuos de metabolismo
para fora da estrutura, demonstrando cada vez mais 0 avanco desta associacao
multicelular especializada (STEWART, 2003).

Algumas propriedades mecanicas apresentadas fornecem explicacdo para
resisténcia associada a flexibilizacdo, que permite a fixacdo celular as superficies
sélidas, sem perder a motilidade sobre as mesmas. O comportamento viscoelastico
classico, permitindo os biofilmes suportarem tensdes geradas por forcas aplicadas
pelo meio onde se encontra fixado, funcionando como uma ferramenta de adaptacéo
para sobrevivéncia. Estas tensdes de cisalhamento sdo impostas, no entanto, sado
absorvidas comportando-se de maneira elastica sem se destacar, quando a tensao &
aplicada em escalas de tempo longas observa-se o comportamento de um fluido
viscoso, onde ha uma deformacéo nao reversivel do biofilme resistindo ao movimento
(KLAPPER et al., 2002; KORSTGENS et al., 2001; VINOGRADOV et al., 2004).

O fluxo de liquidos promove e direciona a formacao de biofilme, de acordo com
0 observado em tubulacbes de agua, industria de alimentos, materiais plasticos em
contato com fluidos corporais dentre outras situacdes (DE JESUS ALMEIDA et al.,
2019; DE OLIVEIRA et al., 2018; WEBBER et al., 2019). Sob fluxos unidirecionais
altos, ha aumento do cisalhamento e os aglomerados de células tornam-se alongados
no sentido do préprio fluxo formando serpentinas filamentosas (WEBB et al., 2003).
Outro efeito seria que uma tensdo de cisalhamento mais alta resultando em um

biofilme mais afinado e mais denso (LIU; TAY, 2001).
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A fixacao de bactérias ocorre em superficies inanimadas como pias, maquinas
metalicas, materiais médicos de origem plastica dentre outros apresentando um fator
critico em industria de alimentos e congéneres, crescendo também em superficies
organicas como dentes, pele, traqueia e trato urinario. A protecdo conferida pelo
biofilme em sistemas orgéanicos faz frente tanto ao sistema de defesa do hospedeiro
guanto aos medicamentos antimicrobianos utilizados em esquemas terapéuticos
(BJARNSHOLT, 2013; LIN et al., 2018).

Em organismos vivos o problema torna-se de saude publica com altos riscos
de perda tecidual, infec¢des e resisténcia a medicamentos. A caracteristica diferencial
entre infeccbes comuns, colonizadoras, e infecgdes causadas pelos biofilmes é a
presenca de microcol6nias agregadas de células que estéo ligadas a uma superficie
tecidual responsavel por uma viruléncia mais agressiva. Um entrave na unificacéo de
pesquisas de biofilmes em doencas humanas é a falta de critérios universalizados
para determinacao de patologias, devido as vastas publicacdes médicas em diferentes
tecidos vivos (HALL-STOODLEY et al., 2002; LEBEAUX et al., 2013).

Com relacdo a formacao dos biofilmes em corpos estranhos, os dispositivos
médicos utilizados para diagnosticos, tratamentos ou procedimentos clinicos,
possuem alto indice de infeccdo e elevada resisténcia aos antissépticos e
antimicrobianos retendo a atencdo de cientistas devido ao aspecto crénico e
inflamatorio do quadro clinico apresentado (E SILVA, 2017; HALL-STOODLEY et al.,
2002; HZIBY, 2014; LEBEAUX et al., 2013; PETERS; LOCCI; PULVERER, 1982).

Exemplos destes eventos infecciosos sao infec¢cdes associadas a dispositivos
como materiais ortopédicos, cateteres intravenosos, tubos endotraqueais, cateteres
urinarios, stents e implantes mamarios (DE CUETO-LOPEZ et al., 2016; E SILVA,
2017; RIBEIRO, 2016; ZUMSTEIN et al., 2017). Outros exemplos séo as endocardites,
otites, sinusites e pneumonias (DESROSIERS; VALERA, 2019; HU et al., 2016; IUNG,
2019; MONZANI; BERTOLI; VIAPIANA, 2018).

O quadro infeccioso apresentado estd diretamente ligado ao sistema
imunoldgico, incluindo resposta mediada pelo sistema imunolégico adaptativo e inato,
no entanto, os patdgenos constituintes do biofilme resistem a estas respostas através
da regulacdo positiva da sintese de varios determinantes de viruléncia, causando
infecgbes persistentes (ALHEDE et al., 2009; BJARNSHOLT et al., 2013).

Muito reconhecida e explorada cientificamente est4 a formacdo de biofilme

bacteriano em materiais utilizados no procedimento de sutura cirdrgica, estudos in
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vitro demonstram esse fend6meno, mas relatos da presenca dessa estrutura em
procedimentos clinicos estdo surgindo cada vez mais (CARNEIRO et al., 2019;
ENGELSMAN et al., 2007; ETEMADI et al., 2019; WELLS et al., 2011). A colonizacao
de materiais de sutura, como os fios utilizados para o fechamento de feridas, evoluem
frequentemente para as ISC, uma vez que a superproducdo de células do sistema
imunolégico de forma cronica ndo permite a cicatrizagdo adequada do tecido
(BUSSCHER et al., 2012; HENRY-STANLEY, et al., 2010). A proépria fisiopatologia do
individuo, populagdo multipla de microrganismos, ambiente da ferida com superficie
propicia e exsudatos, compdem ambiente passivel de formacgéao de biofilme, atribuindo
riscos de desenvolvimento de uma infec¢éo na area afetada (PERCIVAL, 2017).

Kathju et al. (2009) relatou que um paciente submetido a cirurgia de bypass
gastrico sofreu de ISC intra-abdominal que persistiu por 14 meses, apesar de varios
ciclos de tratamentos com antimicrobianos e cuidados locais. O grupo relatou também
gue guando realizavam o exame de cultura para o material drenado o resultado era
negativo, e em seguida realizaram uma investigacdo mais aprofundada afim de
identificar a origem da infeccdo, com a remoc¢ao das suturas implantadas realizaram
exame de microscopia confocal de varredura a laser e hibridizacéo fluorescente e o
resultado encontrado foi a presenca de biofilme bacteriano de origem diversificada em
espécies bacterianas que eles atribuiram a possivel causa da infeccéo crénica.

A superficie do fio de sutura consiste em um alvo propicio para adesao
bacteriana. A proximidade com os tecidos pode desencadear danos comprometendo
0 proposito de cura e fechamento da ferida (CARNEIRO et al., 2019). Quando ha
formacdo de biofilme, a descontaminacdo do local se torna insuficiente devido a

resisténcia dos microrganismos (STEWART, 2015).

3.3 Infeccdes de sitio cirurgico (ISCs)

O proprio procedimento cirargico apresenta risco ao paciente, por ser um
procedimento altamente invasivo e pelo risco de contaminagdo microbiana. O
rompimento das barreiras mecanicas, representadas pelo tecido epitelial e pelos
préprios 6rgdos, gera uma infinidade de reacdes sistémicas e bioquimicas nos
organismos. No entanto, apés um procedimento bem-sucedido ndo se exime 0 risco
de infeccdo, havendo a possibilidade da ISC ocorrer até 30 dias apos cirurgia, ou até

um ano, caso haja implante de protese. A localizagdo corporal, onde a cirurgia foi
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realizada, dentre inameros fatores, influencia diretamente na incidéncia e tipologia da
infeccao (NAJJAR; SMINK, 2015).

A infeccao que ocorre no local onde foi realizado o procedimento ou onde houve
o fechamento da ferida denomina-se infec¢éo de sitio cirargico (ISC), representando
um dos riscos mais incidentes em pds-operatérios, um problema clinico de caréater
mundial, através da contaminacao, prevalentemente bacteriana, destas feridas. Neste
tipo de infeccdo, os géneros bacterianos mais comumente encontrados Sao;
Staphylococos, Streptococos, Proteus, Pseudomonas, Klebsiella e bactérias da
familia Enterobacteriaceae (GRIGORAS et al., 2016).

As incisdes cirurgicas realizadas podem ser superficiais ou endbgenas
profundas e dentre 0s géneros mais prevalentes observa-se a importancia da
presenca de algumas espécies corrigueiramente isoladas destes ferimentos como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (CHENG et al.,
2015).

Clinicamente a infeccdo é diagnosticada através dos sinais de inflamacéo
(inchaco, dor e eritrema) na area afetada, além da presenca de bactérias em
desenvolvimento produzindo secrecao purulenta, desenvolvendo assim, uma ferida
infectada, de onde a coleta de fluidos pode ser levada para exames de cultura
bacteriana, Uteis para identificacdo do microrganismo patogénico e sensibilidade aos
medicamentos antimicrobianos que serdo utilizados para o tratamento (XU et al.,
2015). As infeccdes do sitio cirdrgico podem ser classificadas em trés categorias
principais: incisional superficial; incisional profundo; e érgéo / espaco, ou intracavitario
(TURINA; CHEADLE, 2006).

Como consequéncias das ISCs o individuo pode necessitar de novos
procedimentos cirdrgicos, prolongando o tempo de permanéncia dentro da unidade
hospitalar, além de novas internacfes, elevando os riscos de comorbidades e até
mortalidade. Todos estes fatores aumentam custos com a saude dos pacientes,
custos estes, que poderiam ser investidos em novas tecnologias em beneficio da
saude da populacdo (ATKINSON, et al., 2017; ISKANDAR, et al., 2019; LEAPER,;
OUSEY, 2015).

Prevencdo e organizagdo sdo fatores cruciais para evitar as ISCs, a
cicatrizacdo adequada da ferida € de suma importancia. A fonte deste tipo de infecgéo
pode estar relacionada ao préprio paciente, microbiota natural do local da infecgéo,

OU possuir uma origem externa como preparo antes do procedimento, técnica cirdrgica
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empregada, ma esterilizacdo de materiais utilizados no procedimento, ambiéncia do
local onde foi realizada a cirurgia ou até impericia de algum membro da equipe
envolvida.

Diversos estudos evidenciam a importancia deste tipo de infec¢do, sobretudo
relacionando o tipo de cirurgia realizada e duracao deste evento, uma vez que tempos
cirurgicos prolongados permitem mais oportunidades de contaminagdo, além do
cansaco de toda a equipe que pode levar ao erro (MARTIN et al., 2016).

Autores reportam a incidéncia de ISCs em diferentes tipos de cirurgia, a
exemplo de cirurgias realizadas na coluna vertebral, hérnia, esbéfago, estdmago,
apéndice, célon, obstétricas, maxilofacial e retal, além do que, o controle deste tipo de
infeccdo faz parte do préprio programa de restricdo as infeccbes hospitalares e
melhoria da qualidade na assisténcia, sendo de extrema importancia os dados
coletados sobre esta tematica (ATKINSON et al., 2017; CHENG et al., 2015)

O préprio ambiente cirdrgico é propicio a disseminacao de infec¢des, durante
a cirurgia as bactérias presentes no meio podem contaminar o tecido local, havendo
ainda o risco de adesao bacteriana aos dispositivos médicos, o que representa um
alto risco de contaminacdo (DHARAN; PITTET, 2002). A microbiota prevalente e até
a circulacdo de ar influenciam neste processo, além dos instrumentos utilizados e
técnicas de esterilizacdo (DHARAN; PITTET, 2002; TUMMALAPALLI, et al., 2016).
Apesar do amplo desenvolvimento de técnicas esterilizantes e de centros cirdrgicos
repletos de modernidades, esta etapa é decisiva para a ocorréncia de infeccdes de
sitio cirargico (BOLTZ et al., 2011; SESSLER, 2006).

Em relacéo ao paciente, as comorbidades prévias ao procedimento influenciam
diretamente na evolucdo da cicatrizacdo da ferida, doencas pré-existentes como a
diabetes e o cancer, conferem uma maior propensédo de desenvolvimento de ISC
(MARTIN et al., 2016; MAWALLA, et al., 2011; OWENS; STOESSEL, 2008; TALBOT,
2005).

O quadro de ISC se torna ainda mais critico quando ha implantes ortopédicos
envolvidos no procedimento, pois assim, como os fios de sutura, as proteses séo
corpos estranhos propensos ao crescimento bacteriano, ainda mais, por muitas vezes
estes materiais estarem internos ao corpo do paciente (HAUSER; ADAMS JR,;
EACHEMPATI, 2006; XU et al., 2015).

Como ja explanado, a pele é colonizada por bactérias e esta flora pode

contaminar a sutura no momento do procedimento de fechar a ferida, os
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microrganismos possuem o potencial de se mover da superficie da pele para as
camadas mais profundas do tecido, transportados com o auxilio do material de sutura
gue perpassa a pele em varios pontos (HENRY-STANLEY et al., 2010). O acumulo
bacteriano no local de fechamento da cirurgia altera a ambiéncia criando um ambiente
hipoxico e acido dentro e ao redor da ferida, além de inibir a atividade dos fibroblastos,
gue resultam em retardo na cicatrizagédo (ABREGO et al., 2018; BUCKNALL, 1980).

Ha escassez na documentacao relacionada a incidéncia de infecgfes de sitio
cirurgico correlacionadas aos fios de sutura contaminados por biofilme bacteriano, a
grande problematica seria a resisténcia em relacdo aos medicamentos
antimicrobianos, atribuida pela protecdo fornecida através da encapsulacdo da
estrutura do biofilme, além das reacdes inflamatorias persistentes que podem causar
perda da funcéo dos tecidos (MAHESH et al., 2019).

As bactérias que compdem a estrutura dos biofilmes possuem maior resisténcia
a antimicrobianos, no entanto, ha evidéncias de que células de biofilme plancténicas
e dispersas tém suscetibilidade antimicrobiana intrinseca semelhante (SPOERING;
LEWIS, 2001). A resisténcia é adquirida atraves de mutacdes, passadas para outros
membros, superexpressao de bombas de efluxo, enzimas de degradacdo da molécula
de farmaco, dentre outros mecanismos tradicionais de resisténcia bacteriana (HGIBY
et al., 2010).

Na tentativa de reduzir infec¢cbes, o uso de profilaxia antimicrobiana em
cirurgias € bastante rotineiro, porém, alguns autores afirmam que ndo ha evidéncias
cientificas de que o uso profilatico de antimicrobianos em pacientes que tecnicamente
nao sao propensos a desenvolverem este quadro, seja eficiente (SAVELI et al., 2013;
XU et al., 2015). E necesséaria prudéncia neste tipo de intervencéo, pois o uso de
exemplares antimicrobianos de amplo espectro indiscriminadamente e por tempos
prolongados, podem contribuir para o surgimento da ja conhecida resisténcia
bacteriana (BRATZLER et al., 2013).

3.4 Bactérias e ISCs

Os espécimes bacterianos gram-positivos aerébicos predominam em ISC,
dentre os mais prevalentes em analises de feridas estdo Legionella pneumophila,
Mycobacterium chelonae, Clostridium perfringens, Mycobacterium fortuitum,

Staphylococcus aureus, dentre outros, mas também hé a presenca de espécies gram-
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negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanii
(PERCIVAL, 2017; TAKESUE et al., 2012). Observa-se um carater extremamente
diversificado de espécies com genoétipos e fenétipos diversos coexistindo, sendo
constantemente isoladas em diferentes tipos de feridas, tornando a pesquisa em
assuntos desta estirpe de extrema importancia (TAKESUE et al., 2012). Na maioria
das ISC os patdégenos sédo originarios da flora do proprio paciente, dependendo do
procedimento cirargico realizado, sendo 0os microrganismos de maior importancia,
devido ao seu recorrente isolamento, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (OWENS; STOESSEL, 2008).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) publicou em 2017, uma lista com
patdgenos pertencentes a 12 familias de bactérias, que deveriam ser prioridade para
as instituicbes de saude, em razao da resisténcia destes microrganismos em relacéo
aos antimicrobianos.

Representando graves ameacas, sobretudo para as infeccdes relacionadas a
saude (IRAS), o referido documento veio com o objetivo de direcionar esforcos da
comunidade cientifica no desenvolvimento de novas alternativas de substancias
antimicrobianas, atendendo as crescentes necessidades da saude publica. A lista
trazia trés categorias, de acordo com a urgéncia da necessidade de novos
antimicrobianos: critica, alta e média prioridade, sendo o grupo mais critico aquele de
bactérias multirresistentes, que diminuem as opcfes de tratamento representando
ameaca para pacientes em internacdo hospitalar, principalmente aqueles nos quais
séo inseridos dispositivos médicos.

Dentre as familias evidenciadas neste documento estavam Acinetobacter,
Pseudomonas e varias Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella, Escherichia coli,
Serratia e Proteus). As dificuldades encontradas para o tratamento destes patdgenos,
levam ao surgimento da sigla ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
espécies de Enterobacter) que representa as principais espécies e géneros
resistentes aos principais antimicrobianos utilizados para tratamentos clinicos, a
Escherichia coli também se inclui nestes representantes, devido a producédo de
enzima beta-lactamase. Estes microrganismos sdo de alta importancia devido aos
indices de infec¢cbes em ambientes comunitarios e nosocomiais de dificil tratamento
pela resisténcia bacteriana (PLETZER; MANSOUR; HANCOCK, 2018; SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016).
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Concentragdes subletais de antimicrobianos aumentam a capacidade evolutiva
e de adaptacdo, provavelmente ha a sinalizacdo para alteragBes fenotipicas e de
expressao génica que podem afetar a capacidade e potencial patogénico das células,
conferindo resisténcia e disseminando mutagbes entre as geragfes seguintes
(HOLMES et al., 2016; VAN LAAR et al. 2015).

3.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma espécie bacteriana que causa uma série de
infecgbes clinicas, além de estar constantemente presente em ISCs, como
endocardites infecciosas, infeccbes osteoarticulares, da pele e tecidos moles,
pleuropulmonares e relacionadas a dispositivos de saude (TONG et al.,, 2015).
Caracteriza-se como uma bactéria comensal patdgena nos organismos humanos, do
grupo dos cocos gram-positivos, frequentemente encontrada na pele e fossas nasais
de pessoas saudaveis. Uma complicacado rara da infeccéo pela estirpe € a sindrome
do choque toxico podendo estar associado ao Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019).

Um exemplo de infeccao associada a dispositivos pelo patdgeno S. aureus, sao
as cirurgias cesarianas. Uma paciente ap0s o procedimento, apresentou uma leséo
de alta intensidade ao redor da cicatriz apresentando quadro de sepse causada por
infeccéo de sitio cirargico. Foi realizado desbridamento e removido os fios de sutura,
da marca Vicryl plus®, utilizados para suturar o procedimento, os achados patoldgicos
das amostras revelaram formacao de tecido de granulacdo com células multinucleares
de corpo estranho e células inflamatorias ao redor dos fios, a cultura dessas amostras
demonstraram crescimento de MRSA (KOMURO et al., 2017).

3.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli apresenta-se como uma bactéria gram-negativa anaerdbia
facultativa, ndo esporulada e grandemente conhecida por habitar o ambiente intestinal
humano de forma inofensiva, no entanto, por motivacao de sua localizagéo, contamina
alimentos e agua de forma expandida, indicando que a pele humana dissemina
amplamente o patdégeno. Além de sua importancia na area de alimentos, indicando

contaminacdo, algumas cepas desenvolveram viruléncias especificas causando
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doencas em individuos saudaveis, as sindromes clinicas resultantes podem incluir
gastroenterites, infeccbes do trato urinario, septicemia e meningite (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). E. coli é a espécie gram-negativa entérica mais comum
em causar infeccdo fora do ambiente intestinal, principalmente nos ambientes
ambulatoriais, de longa permanéncia e hospitalares (GRANSDEN et al., 1990;
VASTAG, 2001).

3.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sao microrganismos patogénicos gram-negativos de
carater de oportunidade, muito comum na comunidade, a facilidade de contato o torna
muito acessivel e altamente presente em infec¢cbes de diferentes origens. Sua
disseminacdo facilitada torna a bactéria de facil crescimento em produtos para saude
como ventiladores, stents, jelcos, cateteres, dentre outros. Todas estas caracteristicas
promovem a presenca da espécie dentro do hospital, de maneira extremamente
disseminada, uma vez que o ambiente se mostra propicio, pois além de facilitar seu
crescimento, permite o contagio entre os pacientes internados nestas instituicdes
(PEREIRA et al., 2014).

As capacidades de adaptar-se e de se replicar da P. aeruginosa tém sido
atribuidas a diversos fatores, um deles seria o extenso tamanho do DNA bacteriano
adicionado a sua capacidade de desenvolver-se de forma oportunista, demonstrando
gue a bactéria se adapta, apresentando um metabolismo versatil, muitas vezes
convivendo com outros microrganismos ou com o0 proprio hospedeiro sem causar
infeccbes ou danos. A patogenicidade advém de individuos imunocomprometidos,
onde a bactéria encontra oportunidade de se desenvolver e causar infeccées muitas
vezes de dificil tratamento, por apresentar uma resisténcia quase que intrinseca a
diversos antimicrobianos (MAUNDERS; WELCH, 2017; TAYLOR; YEUNG,;
HANCOCK, 2014).

A reducédo cada vez mais frequente da eficacia dos antimicrobianos caracteriza-
se como um problema de saude publica global incentivando a comunidade cientifica
a buscar novas alternativas terapéuticas. Produtos naturais derivados de fontes como
plantas, animais e microrganismos, apresentam eficicia significativa para o
tratamento de doencas infecciosas com a possibilidade de agir em sinergia com outros

compostos, superando a resisténcia aos medicamentos de uso atual, demonstrando
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ser uma fonte confiavel e promissora de novos farmacos com o intuito de ultrapassar
0s mecanismos de resisténcia bacterianos (HOBSON; CHAN; WRIGHT, 2021; YE et
al., 2020).

3.5 Agentes antimicrobianos e sua utilizagéo

3.5.1 Ampicilina

Os antimicrobianos da classe dos betalactamicos, apesar de seu uso ha muito
j& consolidado, ainda sdo os mais prescritos na clinica por sua facil disponibilidade,
seguranca e eficacia comprovada, no entanto, essa ampla utilizacao, trouxe elevados
indices de resisténcia a farmacos aos microrganismos (LEE et al., 2014; SHAPIRO et
al., 2014).

O uso continuo de antimicrobianos desta classe deu origem a extensa
proliferacdo de enzimas (-lactamases, produzidas por bactérias, que ao hidrolisarem
o anel B-lactamico, tornam a molécula inativa, caracterizando o maior problema em
relacéo a resisténcia para com esses compostos (PALZKILL, 2013).

Ampicilina (Figura 2) € um dos representantes betalactamicos mais conhecidos
no meio clinico e tem sua origem na década de 60 no Reino Unido, sendo um derivado
semissintético da penicilina extremamente utilizado de modo sistémico (DYAS; WISE,
1983; SHARMA et al., 2018; TAVARES, 1985). Possui certa estabilidade no ambiente
acido estomacal sendo resistente a hidrolise acida quando administrada oralmente,
atingindo concentracdes terapéuticas de forma ampla, possibilitando sua acéo
farmacoterapéutica ao alcancar os tecidos moles (ESLAMI; SARLAK, 2018; JUSKO;
LEWIS, 1973; TAVARES, 1985).

Cerca de 20% do farmaco se liga as proteinas plasmaticas, cruza a barreira
placentaria e possui a capacidade de atingir a circulacdo fetal, com presenca em
guantidades reduzidas no leite materno (CHOW; JEWESSON, 1985; HIRSCH et al.,
1974). Sua eliminacdo é realizada pelo sistema renal com meia vida curta em
individuos com funcao preservada, sendo essa meia vida prolongada em pacientes
com funcao renal comprometida (JUDY et al., 2021; RAVEENDRAN, et al., 1990).
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Figura 2 - Molécula de ampicilina.

NH,

Fonte: prépria autora

Classifica-se como um antimicrobiano bactericida de amplo espectro, agindo
farmacologicamente sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos, com
mecanismo de acdo semelhante a todos os betalactamcicos (SAGGERS; LAWSON,
1966). O mecanismo farmacoldgico consiste em inibir a sintese da parede celular
bacteriana através da ligacdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs), enzimas
responsaveis pela formacdo da parede celular. O antimicrobiano mimetiza
guimicamente a enzima transpeptidase, responsavel pelo estagio final da formacéao
do peptidoglicano, principal componente da parede celular, promovendo uma
desestruturacdo do microrganismo (RAFAILIDIS; IOANNIDOU; FALAGAS, 2007).

O mecanismo mais comum de promover resisténcia bacteriana pela ampicilina
€ a quebra do anel B-lactamico por enzimas produzidas pelos microrganismos (NEU,
1982; NAAS et al., 2017). Menos comum, seria a reducdo no numero de canais de
porina, proteinas presentes na membrana externa das bactérias que estabelecem
comunicacdo do meio externo com o interior celular (RAFAILIDIS; IOANNIDOU;
FALAGAS, 2007).

Mutacbes genéticas em genes que codificam as PLPs e codificadores dos
canais de porinas, também podem ocorrer. O exemplo mais classico e de importancia
clinica seria o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), essas cepas
produzem uma lactamase codificada por plasmideo modificado hidrolisando o anel -
lactamico (CRAFT et al., 2019).

O uso frequente de ampicilina em infeccdes se deve a suas qualidades
inerentes como baixa toxicidade e boa absorcao, associando seu uso disseminado a
resisténcia bacteriana. Exemplo de desenvolvimento de resisténcia foi o uso
disseminado de ampicilina em tratamentos de infec¢des pielonefrite pré-parto agudas,

causadas por Escherichia coli em mulheres gravidas, devido a eficécia, custo e risco
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minimo para a mae e feto (HART et al., 2001). Surtos infecciosos relacionados a
resistencia bacteriana, em hospitais, foram relacionados a utilizacado do uso profilatico
de ampicilina com intuito de prevenir infec¢cdes. Corroborando com esta ideia, S.
aureus resistente estd presente em diversos ambientes sendo fonte de varias
infecgcBes em locais especificos como os ambientes de tratamentos clinicos e em
diversas regides anatomicas humanas (NA'WAS et al., 1998; OLESEN, et al., 1995;
BOOTH et al., 2001).

Na area da clinica odontoldgica, a resisténcia também é frequente, Bernardo et
al. (2005) analisando amostras coletadas no ambiente clinico odontolégico, identificou
a producdo de B-lactamase e resisténcia bacteriana aos principais antimicrobianos
utilizados na pratica clinica, dentre eles a ampicilina.

Haemophilus influenzae produz betalactamases mediadas por plasmidios, o
referido patdégeno é constantemente isolado das vias aéreas de pacientes com DPOC,
sendo alvo de atencao principalmente em pacientes hospitalizados que estdo sob
ventilagdo mecanica, apresentando constantemente resisténcia a ampicilina
(MENDELMAN et al., 1984; SATYANARAYANA et al., 2017).

Negussie et al. (2015) realizou um estudo de incidéncia de ISC em um hospital
localizado na india, onde pacientes que foram submetidos a cirurgia eletiva abdominal
foram investigados. Investigou-se 0s patdgenos prevalentes e resisténcia a
antimicrobianos, demonstrando resisténcia de representantes bacterianos gram-
positivos e gram-negativos ao antimicrobiano ampicilina.

Ampicilina quando associada com sulbactam melhora consideravelmente seu
espectro de acédo, evidéncias clinicas confirmam que o uso de Ampicilina / Sulbactam
em infeccbes adquiridas em ambientes hospitalares ou de origem comunitéaria,
sugerem eficacia do antimicrobiano aumentada tanto em adultos quanto em criancas
(LEES et al., 1986; LODE, 2008). O sulbactam é um inibidor potente e altamente
especifico das B-lactamases, caracteriza-se como um derivado sulfona obtido pela
oxidacao do enxofre tiazolidina do &cido penicilanico (WILLIAMS, 1997). Este inibidor
de betalactamases impede que o anel betalactamico da ampicilina seja destruido,
estendendo o espectro de acdo da ampicilina por incluir agdo antimicrobiana extra
contra cepas patogénicas produtoras de B-lactamases (RODRIGUEZ-GUARDADO;
BLANCO; CARTON, 2010).

A prescricdo de ampicilina tem se tornado cada vez mais obsoleta, sobretudo

guando utilizada de forma empirica, devido ao indice de resisténcia bacteriana
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relacionado a sua utilizagdo. No entanto, devido as caracteristicas como boa absor¢ao
e baixa toxicidade, surge a necessidade de resgatar este valioso farmaco para

utilizacao clinica.

3.5.2 Ciprofloxacino

As primeiras quinolonas surgiram no inicio dos anos 60, com a introduc¢éo do
acido nalidixico na prética clinica. Nos anos 80 houve o acréscimo de um atomo de
fldor no anel quinolénico, surgindo as fluoroquinolonas, que possuem como principal
representante o ciprofloxacino (Figura 3) (BALL, 1986).

Ciprofloxacino € classificado como um antimicrobiano sintético desenvolvido a
partir do acido nalidixico, possui acao bactericida com espectro antibacteriano amplo,
abrangendo patdégenos gram-positivos e gram-negativos e poténcia elevada (BALL,
1986).

Figura 3 - Molécula de ciprofloxacino
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Fonte: prépria autora.

Quinolonas sdo frequentemente prescritas para diversas patologias, as
reacdes adversas atribuidas a estes compostos geralmente sdo sem grandes
problematicas, tendo como vantagem aspectos farmacocinéticos significativos em
comparacao ao composto originario (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014).

O mecanismo de acdo dos compostos da classe consiste na atuacéo sobre o
DNA bacteriano, onde ocorre inibicdo das proteinas DNA girasse e topoisomerase
bacteriana, necessarias para a replicacdo, transcricdo, reparo e recombinacao do
DNA da bactéria. A DNA girase torna a molécula de DNA compacta e biologicamente
ativa, permitindo a separacgéo e fechamento da estrutura em fita dupla, catalisados por
esta enzima. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaco

no interior da célula e suas extremidades livres determinam uma sintese
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descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, promovendo a morte da bactéria.
Em adicéo, inibe in vitro a topoisomerase IV, porém ndo é conhecido se este fato
contribui para sua a¢do antibacteriana. Todo esse processo resulta em um acumulo
de precursores de DNA de fita simples, interferéncia na transcricdo e possivelmente
degradacéao do DNA por exonucleases induzidas (PHAM et al., 2019; SMITH, 1984).

As células bacterianas ja demonstram reducdo da sensibilidade as quinolonas
e fluorquinolonas. A aquisi¢édo da resisténcia relacionada a esta classe é reconhecida
como multifatorial e complexa, sendo mediada por alvo, a forma mais comum e
clinicamente significativa. Essa resisténcia no alvo farmacolégico € mediada por
mutacdes especificas nas proteinas bacterianas responsaveis pela manutencdo e
formacdo do DNA bacteriano, a DNA girase e topoisomerase |V, desta forma as
interacdes entre o antimicrobiano e a bactéria fica prejudicada e o mecanismo de acao
inoperante. Outra forma de resisténcia € a mediada por genes codificados por
plasmideo, onde materiais genéticos extracromossémicos codificam proteinas
modificadas que nado permitem interacdes entre enzima bacteriana e quinolona,
alterando a maneira como o microrganismo metaboliza o farmaco além de elevar o
efluxo do mesmo para o exterior da célula. As resisténcias mediadas por
cromossomos se traduzem através da subexpressdo de porinas ou da
superexpressdao de bombas de efluxo celular, reduzindo drasticamente as
concentragcfes celulares (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014; CORREIA et al.,
2017).

Desde seu surgimento o ciprofloxacino € amplamente utilizado tanto em
humanos como em animais, a comprovacao deste uso foi a deteccdo de vestigios do
farmaco no meio ambiente como agua, sedimentos, solo e estrume (GAO et al., 2015;
HE; BLANEY, 2015; LEI et al., 2015; LIAO et al., 2016; ZHANG et al., 2015).

Apesar do amplo espectro, o ciprofloxacino tem seu uso rotineiramente
difundido, uma indicacdo conhecida do farmaco é para o tratamento de infec¢des do
trato urinario (ITUs). No caso de ITUs, E. coli é o principal patégeno encontrado neste
tipo de infeccdo e j& sinaliza uma crescente correlacdo entre o aumento nas
prescricdes de quinolonas e uma elevacao da resisténcia bacteriana a antimicrobianos
sintéticos, comumente prescritos de forma empirica em ITUs adquiridas de forma
comunitaria (ARSLAN et al., 2005; ECDC, ECfDPaC, 2013; KARLOWSKY et al., 2001;
ZERVOS et al., 2003).
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Fatores que associam uma maior promoc¢ao de resisténcia em E. coli
relacionada a ciprofloxacino foram relatados, como anormalidades do trato urinario,
idade avancgada, cateterismo urinario e tratamento com outras quinolonas (ENA et al.,
1995).

Outro uso clinico constante do ciprofloxacino € no tratamento da pele e
infec¢cBes de tecidos moles, devido ao farmaco manter niveis adequados na corrente
sanguinea e tecidos da maioria dos o6rgdos (DASCHNER; WESTENFELDER,;
DALHOFF, 1986; ESPOSITO et al.,, 1987; RANCAN et al.,, 2019). Pacientes
contaminados por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) apresentam
h& décadas resisténcia ao ciprofloxacino, mesmo quando o patdgeno infecta tecidos
bem perfundidos como os da pele, a erradicacdo da infeccdo ndo possui éxito em sua
totalidade, retornando apoés o término do tratamento (EPPS et al., 2020; SMITH; ENG,;
TECSON-TUMANG, 1989).

Atualmente se observa infec¢cfes otologicas com caracteristicas de resisténcia
devido ao perfil de prescricdo de fluoroquinolonas empregado. As fluoroquinolonas
guando utilizadas de forma tépica, no ramo da otologia, sdo providas de vantagens
como o contato direto com o tecido infectado localizado no ouvido, além da prevencéo
do risco de complicacdes osteomusculares associadas ao uso sistémico (NOONAN et
al., 2018).

No trato respiratorio, a atuacdo se destaca no combate as infeccdes
respiratérias causadas por Pseudomonas aeruginosa. Formulacées com base neste
antimicrobiano como lipossomas inalaveis, metalcomplex e outros pds secos foram
desenvolvidas para tratamento do trato respiratério, no entanto, P. aeruginosa
desenvolve rapidamente resisténcia (CARTLIDGE; HILL, 2017; FINLAY; WONG,
1998; LAMY et al., 2018; TRAN et al., 2018).

Outro aspecto infeccioso de suma importancia sdo as infeccdes ortopédicas
provocadas por préteses, realidade frequente no cenério de cirurgides e pacientes que
se submetem a procedimentos desta natureza. Zimmerli et al. (1998) mostrou que a
cirurgia de revisdo, realizada sem remover a prétese colocada anteriormente,
combinada com tratamento de rifampicina associada a ciprofloxacina, gerou taxas de
cura aumentadas quando comparadas com cirurgias da mesma espécie onde utilizou-
se monoterapia apenas com ciprofloxacina, indicando uma perda de eficacia do

antimicrobiano.
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Existe um grande investimento no campo cientifico em desenvolver novas
formulacdes envolvendo ciprofloxacino em associacdo com outros compostos para
melhora da eficicia desse farmaco. Elbi et al. (2017) desenvolveu nanoparticulas de
guitosana carregadas com ciprofloxacino e revestidas com fucoidano que foram
testadas contra Salmonella, obtendo-se uma atividade maior que ciprofloxacina
isoladamente demonstrando elevacdo da eficdcia. Outro exemplo de novas
formulacdes foi o trabalho desenvolvido por Lin et al. (2019) que desenvolveu
formulacbes em forma de pd inaldvel de fago bacteriano em combinacdo com
ciprofloxacina e obtiveram um efeito bactericida sinérgico, a formulacéo inovadora foi
testada para infeccdes respiratdrias por P. aeruginosa resistentes a antimicrobianos
isolada de pacientes com fibrose cistica. Almeida (2019), buscou uma nova
abordagem quimica com o intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas do
medicamento ciprofloxacino através do preparo de cocristais, que ao serem
caracterizados, demonstraram melhorias promissoras ao farmaco.

Diante deste cenario, apesar de muitas vezes haver um efeito terapéutico
satisfatorio com antimicrobianos fluoroquinolonas, os microrganismos ja apresentam
resisténcia a esta classe levando a indices de infec¢bes mais graves reduzindo cada

vez mais as opc¢des da terapia quimica aumentando os agravos a saude.

3.6 Produtos naturais e atividade antibacteriana

3.6.1 Propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham.

A familia Verbenaceae possui cerca de 2.600 espécies dentro de 100 géneros,
a América Latina concentra a maioria destes representantes, pela motivacdo da ampla
variedade de ecossistemas presentes nesta por¢cdo do continente americano
(O'LEARY et al., 2012). O género Lippia, pertencente a esta familia, possui
aproximadamente 200 espécies utilizadas para diversas finalidades, como na industria
alimenticia onde funcionam como conservantes, além do seu ja comprovado valor
antimicrobiano para a clinica (MOREIRA; DE SOUZA; DEBLE, 2021). A maioria dos
estudos envolvendo espécies desta familia possuem as folhas como fonte de extracéo
dos 6leos essenciais, embora alguns utilizem outras partes como as flores (PEREZ
ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).
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Lippia sidoides Cham. conhecida popularmente como “Alecrim-pimenta”,
caracteriza-se como uma das espécies de plantas do género mais conhecida,
principalmente no Nordeste brasileiro. Apresenta-se como um arbusto de onde o 6leo
essencial extraido das folhas foi amplamente caracterizado, demonstrando alto
potencial antimicrobiano incluindo atividades efetivas frente microrganismos
patoldgicos na area da odontologia e dermatologia (COSTA et al., 2001; DE ASSIS et
al., 2021; FERNANDES FILHO et al., 1998; GIRAO et al., 2003). Outras atividades
relatadas foram moluscida (CAVALCANTI et al., 2010) e larvicida contra Biomphalaria
glabrata e Aedes aegypti (CAVALCANTI et al., 2004). Mota, Dantas e Frota (2018),
testaram o Oleo essencial de Lippia sidoides contra o bacilo Mycobacterium
tuberculosis, inibindo seu crescimento in vitro. Baseado nestas propriedades, era
esperado o efeito antibacteriano do 0leo extraido das partes aéreas da planta.

Nas ciéncias odontologicas a placa e, consequentemente a céarie dentaria,
apresenta-se como um problema recorrente de consideravel gravidade, uma vez que
as bactérias causadoras da doenca podem destruir a denticdo comprometendo a
saude como um todo (BOTELHO et al., 2007; LOBO, et al., 2014). A efetividade do
Oleo de Lippia sidoides Cham. na area da odontologia pode ser atribuida a sua
atividade antimicrobiana contra as bactérias presentes na cavidade oral,
principalmente Streptococcus mutans, com pesquisas realizadas utilizando o referido
0leo em produtos para cavidade oral como creme e gel dental assim como dentifricio
(LOBO et al., 2014; NUNES et al., 2013).

Barreto et al. (2021), utilizou uma solucdo experimental contendo 6leo essencial
de Lippia sidoides para limpeza de proteses dentarias, demonstrando eficacia na
reducédo da formacéo de biofilmes por Candida albicans, indicando o potencial de ser
utilizado como alternativa na prevencao e tratamento da estomatite protética.

Fernandes, Candido e Oliveira (2012), verificaram que extratos de Lippia
sidoides apresentaram efeitos inibitérios frente a cepas do género Candida. As
espécies fungicas testadas foram C. glabrata, C. parapsilosis, C. albicans e C. krusei.
Neste mesmo experimento foram determinados o teor de timol e a capacidade de
inibicdo de crescimento bacteriano, ainda neste trabalho, foi utilizada a técnica de
spray drying para secagem do extrato e adicionado a matrizes de maltodextrina e
goma arabica, observando-se maior teor de timol nos produtos secos e também

demonstrando eficacia frente as cepas de fungos.
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Adicionalmente, Parente et al. (2018) desenvolveu um estudo onde se
evidenciou o potencial antidepressivo do 6leo essencial de Lippia sidoides e do timol.
O experimento foi realizado em camundongos que quando receberam estes
compostos tiveram os efeitos depressivos reduzidos, induzidos por modelo
experimental.

Os dleos essenciais sdo misturas contendo em sua composicdo diversos
constituintes em diferentes concentragdes, onde alguns compostos estdo em maior
proporcdo, sendo chamados de majoritarios, em comparagdo com outros presentes
em quantidades reduzidas, os chamados compostos secundérios, mas que compdem
a mistura final conferindo caracteristicas especificas ao 6leo. Essa composicao varia
entre espécies de plantas, condi¢des climaticas, solo cultivado, luminosidade e
periodo de coleta, com funcbes de extrema importancia para as plantas,
principalmente atuando na defesa contra ataques de herbivoros e patdgenos como o0s
fungos e bactérias, além de ser elemento essencial em eventos como a polinizacéo e
disseminacéo das sementes (COSTA et al., 2015; DE ALENCAR FILHO et al., 2017;
DE ALMEIDA et al., 2018).

A composicao heterogénea e variavel contendo diversos constituintes dos OEs
podem se localizar em diferentes partes da planta como caules, folhas, raizes, flores
ou frutos (DE ALMEIDA et al., 2018).

Uma caracteristica comum dos componentes volateis das plantas,
representados pelos OEs, é sua natureza lipofilica facilitando a penetracdo através
das membranas de microrganismos exercendo seu efeito antibacteriano. O efeito
toxico exercido sobre patdgenos foi atribuido a capacidade de alguns constituintes em
particular, a exemplo dos monoterpenos timol e carvacrol além dos sesquiterpenos
(PEREZ ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018). O 6leo atravessando a membrana
celular bacteriana desestabiliza o transporte dos ions e solutos, o que leva a perda de
jons e uma reducdo do potencial da membrana, levando ao colapso celular e
consequentemente deplecdo do ATP, assim a célula morre por apoptose e necrose
(DE MEDEIROS et al., 2011).

Os compostos mais comumente conhecidos, obtidos pelo metabolismo
secundario, encontrados em OEs de espécies do género Lippia, sdo o limoneno, citral,
carvacrol, B-mirceno, canfora e timol (MOTA; DANTAS; FROTA, 2018). Os compostos

fendlicos timol e carvacrol, geralmente sdo mais expressivos, sendo suas
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porcentagens variaveis de acordo com fatores naturais incidentes sobre o cultivo da
planta (FONTENELLE et al., 2007; MONTEIRO et al., 2007).

Devido a esta predominancia o efeito antibacteriano do OELS é atribuido
principalmente ao timol, no entanto, outras substancias presentes também participam
do efeito terapéutico formando assim um fitocomplexo. Teoriza-se que 0S outros
compostos presentes no 6leo agem sinergicamente com o carvacrol e timol sendo
responsaveis conjuntamente pelo efeito antibacteriano (BOTELHO et al., 2007,
QUEIROZ et al., 2014; SARRAZIN et al., 2015).

Timol e carvacrol sdo classificados quimicamente como monoterpenos
fendlicos (Figura 4), a atividade biologica destes compostos esta relacionada
principalmente com a interacdo entre eles e as membranas celulares dos
microrganismos em um mecanismo semelhante ao dos 6leos essenciais (BEN ARFA
etal., 2006; HAMMER; HEEL, 2012; HELANDER; LATVA-KALA; LOUNATMAA, 1998;
LA STORIA et al., 2011; XU et al., 2008).

Figura 4 - Estruturas quimicas do timol e carvacrol.
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Fonte: prépria autora.

Monoterpenos também tém sua atividade antimicrobiana atribuida aos seus
grupos funcionais, principalmente ao grupo hidroxila que funciona como um
transportador transmembranar de cations monovalentes, além de conferir polaridade,
0 que permite certa solubilidade em meio aquoso auxiliando a travessia da estrutura
anfipatica membranar (CRISTANI et al.,, 2007; ULTEE; BENNINK; MOEZELAAR,
2002).

Por mérito de todos os beneficios associados a planta Lippia sidoides Cham.

(Figura 5), o Ministério da Saude incluiu o alecrim pimenta na Rela¢do Nacional de
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Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde, a RENISUS, publicada
em 2009 pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2011; BRASIL,
2009). Posteriormente foi anexada uma monografia sobre este espécime em uma
publicacdo elaborada em 2014, intitulada como “Informagdes Sistematizadas da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse do SUS”, publicacéo esta que
foi atualizada em 2018 contendo ainda a monografia “Lippia sidoides Cham.,
Verbenaceae — alecrim pimenta” (BRASIL, 2014; BRASIL, 2018).

Portanto, Lippia sidoides é largamente utilizada, sobretudo na regido Nordeste
do Brasil, pelo programa de medicina social chamado “Farmacia Viva”, auxiliando a
populagédo com tratamentos fitoterapicos, realizados com plantas da regido de eficacia
terapéutica comprovada (BRASIL, 2012; MONTEIRO et al.,, 2007). Esta planta é
usada popularmente como anti-séptico de forma generalizada, devido a sua acéo

contra diversos microrganismos.

Figura 5 - Imagem de Lippia sidoides Cham. (Alecrim pimenta).

Fonte: DOS SANTOS, 2019.

3.7 Sinergismo entre antimicrobianos e produtos naturais

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos vem direcionando toda a
comunidade cientifica em constantes tentativas de encontrar novas alternativas de
compostos com esta finalidade. Nas ultimas décadas houve uma tendéncia em buscar
novas substancias em fontes naturais, principalmente em espécies de plantas,

demonstrando ser esta, uma valiosa alternativa para os tratamentos usualmente
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empregados, outra estratégia para este fim € a associacdo entre compostos com
objetivo de otimizar a eficacia de ambos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE,
2008; MANANDHAR; LUITEL; DAHAL, 2019).

As razdes para associar dois agentes antimicrobianos séao diversas, mas de
forma geral, h4 a necessidade de iniciar o tratamento de maneira mais rapida devido
ao quadro clinico severo apresentado pelo paciente. Outra razao seria a tentativa de
evitar mutacdo microbiana em infecgbes cronicas com o uso prolongado de
determinado medicamento, desta forma, inclui-se um segundo ou terceiro farmaco
para o qual ainda ndo ha resisténcia. Em outras situacfes o paciente é acometido por
diversos patégenos havendo a necessidade de tratamentos com diferentes
mecanismos farmacologicos, e por fim, a associagdo entre substancias
antimicrobianas busca o sinergismo entre eles, elevando o poder de a¢ao bactericida
(AGBOKE; ESIMONE, 2011; LEWIS et al., 2002).

Newman e Cragg (2016) publicaram a origem de novos farmacos no periodo
de 1981 a 2014, esta pesquisa evidenciou que cerca de 26% dos produtos eram de
origem natural ou derivados de produtos naturais, havendo ainda aqueles onde o
grupo farmacoférico tinha sua origem primaria em um composto natural. Plantas séo
sempre uma fonte promissora de novas alternativas para terapéutica, sobretudo no
combate as infec¢cdes (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

As plantas possuem mecanismos de defesa contra microrganismos que lhes
causem danos, dentre estes mecanismos esta a producdo de moléculas atravées de
um metabolismo especial considerado secundario, sendo as substancias produzidas
relacionadas as interacées da planta com o meio ambiente (SIMOES et al., 2017).

A maioria destas moléculas secundarias possui atividade antibiética de carater
muito mais brando do que a capacidade antibacteriana dos antimicrobianos
produzidos por bactérias e fungos. No entanto, os compostos derivados de plantas
possuem a capacidade de combater infeccbes com sucesso nestes espécimes,
levando a comunidade cientifica a desenvolver profundo interesse nesta propriedade
(BOR; GYAWALI; IBRAHIM, 2016; DOBLE, 2008; HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
MYKHAILENKO, et al., 2017).

A interacdo entre dois compostos pode resultar em efeitos sinérgicos, aditivos,
indiferentes ou antagonicos. O que se busca na associagdo € que os efeitos sejam
sinérgicos, com o objetivo de que o efeito geral produzido pelos dois entes seja maior

qgue os efeitos das substancias individualmente, caso esta associagdo seja aditiva
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apenas somam-se os efeitos de cada um, enquanto quando a interacao € indiferente
ou antagbnica os compostos ndo modificam seus efeitos ou suas acdes individuais
séo reduzidas (CASANOVA; COSTA, 2017; VAN VUUREN; VILJOEN, 2011).

O efeito sinérgico possui vantagens terapéuticas extremamente almejadas,
caracterizando uma nova tendéncia de terapia multipla, ampliando os alvos
terapéuticos através de uma atividade multitarefa, muito Util em cenérios de infec¢cbes
resistentes. Os compostos em conjunto com suas atividades aumentadas apresentam
maior eficiéncia (KWIATKOWSKI et al., 2020; LIN; CHIN; LEE, 2005; WILLIAMSON,
2001). Além de uma maior eficiéncia, as associacdes sinérgicas promovem uma maior
biodisponibilidade das substéncias envolvidas, sendo necessérias menores
concentracbes para o0 efeito terapéutico resultando em uma menor toxicidade
(AELENEI, et al., 2016; BASSOLE; JULIANI, 2012).

As duas moléculas envolvidas podem ativar o mesmo alvo receptor na célula,
como enzimas, receptores, canais idnicos, proteinas, DNA / RNA, dentre outros,
promovendo a transducédo do sinal, ativando as ac¢des de segundos mensageiros
culminando em uma resposta, desta forma estes componentes agem de maneira
sinérgica de acordo com seus efeitos farmacodinamicos. Pode haver acdo em alvos
diferentes, atuando em locais diversos nas estruturas bacterianas. Esta interacéo
beneficiada também pode manifestar-se em fendmenos farmacocinéticos, onde uma
substancia pode influenciar a outra em aspectos como solubilidade, absorc¢éo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo, podendo até promover interacdes
farmacologicas entre componentes (EFFERTH; KOCH, 2011; WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009; YANG et al., 2014).

Knezevic et al. (2016) encontrou sinergismo entre o Oleo essencial de
Eucalyptus camaldulensis (eucalipto comum) e os antimicrobianos ciprofloxacino,
gentamicina e polymixina B frente as cepas de Acinetobacter baumannii. Fadli et al.
(2011), encontrou sinergia entre os 06leos essenciais de Thymus maroccanus e
Thymus broussonetii (tipos de tomilho) em associacdo com cloranfenicol.

O dleo essencial de Rosmarinus officinalis L. (alecrim) em combina¢do com 0s
antimicrobianos aminoglicosideos amicacina e gentamicina apresentou sinergia
guando testados contra as estirpes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(BARRETO et al, 2014). O dleo de Thymus saturejoides Coss. quando combinado
com cefixima, apresentou efeito sinérgico frente a cepas bacterianas incluindo

Klebsiella pneumoniae (KASRATI et al., 2014). Satureja kitaibelii, planta relacionada
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ao alecrim e tomilho, quando associada com cloranfenicol e tetraciclina potencializou
a acdo dos antimicrobianos, tendo sua acdo melhorada quando testados contra
diversas cepas incluindo Pseudomonas aeruginosa (MILADINOVIC et al., 2014).

Miladi et al. (2017) testou as atividades antibacterianas e antibiofilme de cinco
Oleos essenciais (OE): eugenol, carvacrol, timol, p-cimeno e g-terpineno, isolados e
em associacdo com o antibittico tetraciclina contra bactérias orais, o resultado foi de
sinergismo entre os associados.

Um estudo fitoquimico elaborado por El Alama et al. (2015), avaliou a atividade
anti-estafilocdcica do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. e a possibilidade de
interacdo sinérgica deste 6leo com o antibidtico ciprofloxacino, neste estudo a
associacdo destes compostos demonstrou sinergismo frente ao microrganismo
Staphylococcus aureus.

Nascimento et al. (2007), testou a atividade do O6leo de Eremanthus
erythropappus (OE) e sua potencial interacdo sinérgica com a ampicilina contra
diferentes cepas de Staphylococcus aureus, onde o sinergismo encontrado com esta
associacdo mostrou ter potencial em restaurar a eficacia da ampicilina contra S.
aureus resistente.

As plantas do género Lippia possuem atividades antibacterianas atribuidas
principalmente aos 0leos essenciais extraidos de seus representantes. As
associacoes entre produtos oriundos de espécies do género e antimicrobianos vem
demonstrando excelentes resultados, onde ha frequentemente a potencializacdo dos
efeitos dos farmacos envolvidos.

Seguindo a tendéncia de unir compostos naturais com antimicrobianos,
Medeiros Barreto et al. (2014) utilizou extratos de diferentes fracbes obtidos da
espécie Lippia origanoides H.B.K., que foram testados quanto a atividade
antimicrobiana isoladamente e combinados com os antimicrobianos neomicina e
amicacina contra cepa de Staphylococcus aureus (MRSA), os resultados promissores
vieram das fracGes polares hexano e diclorometano que em associacdo com 0S
antimicrobianos potencializaram a acado destes, permitindo uma melhor eficiéncia. A
fracdo hexanica apresentou majoritariamente 0s compostos monoterpendides
carvacrol e timol, além de outros componentes minoritarios, sendo a atividade destes
compostos ja conhecida cientificamente (LIOLIOS et al., 2009). A fracdo
diclorometano apresentou como composto majoritario o flavonoide naringenina. Neste

estudo as fracdes hexanica e diclorometano apresentaram capacidade modulatoria
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dos antimicrobianos maior que seus compostos majoritarios (carvacrol, timol e
naringenina), quando testados isoladamente, indicando que a atividade dos extratos
de plantas ndo se deve aos compostos majoritarios isoladamente, mas provavelmente
ocorre um sinergismo entre todos 0s componentes quimicos que os constituem.

Veras et al. (2017) relatou a composi¢cao quimica do 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham. e determinou a potencializacao da atividade de aminoglicosideos e (3-
lactdmicos em associacdo com este 6leo. Os compostos majoritarios foram o timol,
etil-metil-carvacrol e p-cimeno, havendo associacdes sinérgicas positivas entre 6leo e
antimicrobianos das classes em estudo.

Considerando o grave problema das infec¢bes de sitio cirdrgico, agravadas
pelos fios de sutura utilizados no fechamento deste tipo de ferida, associados a
crescente resisténcia microbiana, o presente estudo possui como hipotese a
elaboracdo de solugbes antibacterianas para revestir fio de sutura de poliglactina,
envolvendo a associagcdo de um composto natural, representado pelo 6leo essencial
de Lippia sidoides Cham., e os antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino.

A associacao entre OELS e antimicrobianos tem por objetivo o sinergismo entre
eles, potencializando a eficacia e inovando as pesquisas atuais em busca de novos
revestimentos antibacterianos para fios de sutura, além do resgate clinico ao
antibidtico ampicilina para o qual as bactérias apresentam resisténcia cada vez mais
acentuada.

Devido aos diversos mecanismos, desenvolvidos pelos microrganismos ao
longo de anos de evolucéo, para resistir aos medicamentos antimicrobianos, busca-
se novas alternativas para combater infeccdes. Os produtos naturais desde de tempos
remotos fornecem novas moléculas para terapéutica e muitos deles apresentam
propriedades eficientes na erradicacdo de microrganismos patolégicos, havendo a
possibilidade de associa-los ao desenvolvimento de produtos para saude com

propriedades bioativas, a exemplo dos fios de sutura revestidos.

3.8 Fios de sutura e revestimentos antimicrobianos

Suturas cirdrgicas apresentam-se como 0 método mais comum para
reaproximacdo de bordas de feridas originarias de procedimentos invasivos, em
sintese, sdo um conjunto de manobras manuais e instrumentais destinadas a unir

tecidos separados por traumas mecanicos ou procedimentos cirdrgicos eletivos,
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restituindo a continuidade anatémica e funcional de 6rgdos e tecidos organicos
(KATHJU et al., 2009; NETO et al., 2015).

Apesar dos objetivos principais de cicatrizacdo e cura, o procedimento de
suturar é indicado como um dos fatores de infeccdo de extrema relevancia,
participando macicamente dos indices de registro das ISCs. Dentre os mdaltiplos
fatores de risco no ato de suturar estd a capacidade de aderéncia bacteriana aos
materiais utilizados neste procedimento, pois para a execucdo desta técnica é
necessario o uso de materiais como fios de sutura, suas agulhas e farmacos
anestésicos, dentre outros. A problemética se concentra majoritariamente nos
materiais utilizados, sobretudo na utilizacdo dos fios, devido ao contato intimo deste
com o tecido até a cicatrizagao total. O fio funciona como um corpo estranho e sua
superficie propicia a colonizacdo por microrganismos patogénicos, a exemplo das
bactérias, que ao se aderirem multiplicam-se formando um biofilme altamente
infeccioso (NADAFPOUR et al., 2021; OWENS; STOESSEL, 2008; SANDERS et al.,
2013).

O fio para suturar deve ser forte, maleavel, bem tolerado e esterilizavel, uma
vez que deve fornecer ao profissional seguranca e resisténcia para executar o ato de
suturar, e ao paciente conforto além de ndo provocar novas sintomatologias (SILVER
et al., 2016). Suas propriedades fisico-quimicas influenciam diretamente na utilizac&o
no meio cirargico, fatores como; rigidez, viscoelasticidade, flexibilidade, resisténcia ao
executar os nés e area corporal onde esta sendo realizada a cirurgia, direcionam o
tipo e tamanho do fio a ser utilizado (ABHARI et al., 2017)

Inicialmente, os materiais utilizados para fechamento de feridas cirdrgicas
possuiam origem natural, como tendao e fibras de algod&o, o que promovia infeccdes
constantes pela alta aderéncia bacteriana (GOEL, 2016; PELZ; TODTMANN; OTTEN,
2015).

Atualmente, os fios de sutura séo classificados de acordo com sua origem,
composicao quimica, organizacao estrutural e absor¢éo pelo organismo vivo (Figura
6).
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Figura 6- Classificagcéo dos fios de sutura.

Polimeros sintéticos = Acido poliglicélico

Colageno
— Absorviveis - Categute Poliglecaptona 25
Poliglactina 910

Fio de sutura —

Seda

Fibras naturais{
i o Algodéao
— Néo absorviveis 4 Metdlicos - aco inoxidavel

Policlefinas
Poliamidas (Nylon)
Poliéster
Politetrafluoroetileno
Polibutester)

Sintéticos

Fonte: FARIAS, 2017.

Quanto a origem, os materiais de sutura podem ser naturais (constituidos de
polimeros de origem vegetal ou animal), artificiais (obtidos por modificacdes quimicas
dos polimeros naturais) e sintéticos. Estruturalmente podem ser continuos, com um
Unico filamento em sua composicao ou multiflamentados, onde mais de uma estrutura
compde o fio, estas estruturas podem estar arranjadas de forma torcida ou trancada
(Figura 7).

Figura 7- Estrutura multifilamentar e monofilamentar de fios de sutura.

7A 7B 7C

Fio de sutura torcido (7 A), trancado (7 B) e monofilamentar (7 C).

Fonte: http:// biolinefios.com.br

Uma vez em contato com o0 organismo Vvivo, o fio pode ser absorvivel ou néo,
necessitando ser retirado ap6s fechamento da ferida cirtrgica (EDLICH et al., 2010;
GOEL, 2016; PELZ; TODTMANN; OTTEN, 2015).
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A estrutura apresentada pelo fio determina seu comportamento, por exemplo,
fios trancados e multiflamentares sdo mais facilmente colonizados por bactérias do
que os formados por um dUdnico filamento, as reentrancias formadas pelos
multifilamentos propiciam esta adeséo. Outro fator é a origem, fios confeccionados a
partir de materiais naturais, como a seda, induzem uma maior resposta inflamatoéria
pelos tecidos do paciente, fios confeccionados com &cido poliglicélico promovem
maior aderéncia bacteriana quando comparados as suturas de polipropileno
(LEKNES, et al., 2005; MASINI et al., 2011; PARIROKH, et al., 2004).

Dentre os fios absorviveis esta o de Poliglactina 910 (Vicryl®) multifilamentar,
trancado e de origem sintética. Em sua composicéo ha acido glicélico e L-lactida na
proporcao 9:1, este tipo de fio € muito utilizado para suturas em geral, possui excelente
biocompatibilidade, auséncia de reacédo tissular, alta resisténcia, baixa irritacéo,
degradacéao controlada e moderada, distensdo que promove um ndé de seguranca
elevado, vantagens bastante estimadas pelos cirurgides para uma boa cicatrizacao
(SILVER et al., 20186).

Apesar de todas as vantagens, o fio de poliglactina permite a colonizacao e
permeabilidade por bactérias, elevando o risco de infeccdo. Além disso, por ser um
material absorvivel e estranho ao corpo humano, pode induzir efeito inflamatorio
desencadeando respostas imunes que levam a infeccdo na regido da sutura
(GRIGORAS et al., 2016; MASINI et al., 2011).

O Vicryl® Plus representa a Unica alternativa em comercializacdo para fios
revestidos com substancias antimicrobianas, consiste em um fio de poliglactina
trancado revestido com o antimicrobiano triclosan, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) nos EUA no ano de 2002 (TUMMALAPALLI et al., 2016). Os fios
revestidos com triclosano tém demonstrado através de publicacfes de estudos in vivo
e in vitro, a reducdo significativa da incidéncia de infeccdo em procedimentos
cirrgicos, no entanto, essa eficiéncia vem declinando, pelos jA& conhecidos
mecanismos de resisténcia bacterianos (KARDE; JOSHI, 2016; KATHJU et al., 2009;
KRUTHI et al., 2014; NETO et al., 2015; OBERMEIER et al., 2014; UENO et al., 2015).

O triclosan é um derivado do fenol com propriedades antibacterianas, inibe a
sintese de &cidos graxos em bactérias, sendo muito utilizado em produtos de higiene
como sabonetes, pasta de dentes e enxaguatérios bucais. Suas propriedades
antimicrobianas proporcionam a reducdo da ades&o bacteriana no fio de sutura,

diminuindo consequentemente os indices de ISC. O uso disseminado do composto
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em diversos produtos, desenvolveu resisténcia bacteriana em humanos e animais,
tornando seu uso gradativamente obsoleto como revestimento para fios (COPITCH,;
WHITEHEAD; WEBBER, 2010; EDMISTON et al., 2006; GILBERT; MCBAIN, 2002;
KRUTHI et al., 2014; SETHI; KARDE; JOSHI, 2016). Outra desvantagem atribuida ao
uso do triclosan, sdo os produtos toéxicos gerados com seu metabolismo, justificando
a busca por substancias alternativas para uso futuro como substituinte.

Devido as complicagcdes e danos a saude causados pelas ISCs e o
reconhecimento da participacdo dos fios de sutura neste indice, h4 um crescente
interesse da comunidade cientifica em conhecer melhor a dindmica desta correlacéo
e técnicas empregadas para reduzir os registros de infeccdo. As pesquisas se
direcionam para o desenvolvimento de fios com propriedades aprimoradas para
realizar o fechamento da ferida, assim como metodologias utilizadas para combater a
infeccdo através da utilizagcdo de suturas revestidas ou impregnadas com agentes
antimicrobianos na tentativa de impedir a adesdo e o crescimento de microrganismos
(FLORES-ROJAS et al., 2017; LOPEZ-SAUCEDO et al., 2018).

Masocatto et al. (2021) avaliou a eficacia antimicrobiana sinérgica de
enxaguatorios bucais contendo timol e carvacrol quando comparados aos
enxaguatorios bucais com clorexidina 0,12%. Pacientes extrairam o terceiro molar
inferior e foi utilizado fio de seda para suturar, um grupo controle realizou bochechos
com clorexidina 0,12% e outro grupo experimental realizou bochechos com solucéo
de timol 0,05% e carvacrol 0,025%. As suturas removidas dos pacientes foram
analisadas microbiologicamente e chegou-se a conclusdo de que o enxaguatorio a
base de timol e carvacrol apresentou eficacia antimicrobiana na aderéncia bacteriana
e formacdo de biofilme no fio de seda, demonstrando que 0s novos compostos
antissépticos demonstram ser um segmento favoravel para o desenvolvimento de
pesquisas envolvendo fios de sutura.

lovino et al. (2017) ao analisar fios de sutura absorviveis retirados de feridas
cirargicas, observou que as ISCs se desenvolvem preferencialmente em pacientes
onde o fio foi colonizado pela adeséo de bactérias. A fonte de contaminacao provém
em maior proporcdo da prépria flora natural da pele, agravada pela presenca de um
corpo estranho propicio que promove adesdo e formacgdo de biofilme funcionando
como foco da infeccao representando risco para cicatrizagdo das feridas, gerando
complicagdes como bacteremia, abscessos e endocardites, podendo chegar a causar
infecgcbes generalizadas (KATZ et al, 1981; SETHI; KARDE; JOSHI, 2016). Dentre os
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inimeros cuidados aplicados durante o procedimento cirdrgico, no intuito de reduzir
infeccdes, esta o uso de fios revestidos com agentes antimicrobianos, procedimento
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mas que carece de
estudos envolvendo esta tematica para que haja uma maior consolidacdo de
resultados (ALLEGRANZI et al., 2018).

Os diversos esfor¢cos que acontecem no meio cientifico para descoberta de
novos revestimentos, visam o aumento de eficacia contra a resisténcia demonstrada
por bactérias em feridas oriundas de suturas, trazendo resultados promissores de
novos materiais com esta finalidade. Muitos estudos apresentam resultados positivos
em relacdo a diminuicdo da aderéncia bacteriana quando os fios sdo revestidos com
substancias antimicrobianas, formando uma linha de pesquisa onde fios revestidos
com atividade antibacteriana sao fonte de pesquisa em todo o mundo, aplicando o
desenvolvimento de diversas abordagens, criadas com a finalidade de prevenir
colonizagdo microbiana no material utilizado em incisdes cirargicas (ALEXANDER;
SOLOMKIN; EDWARDS, 2011; CHEN et al., 2015; MASOOD et al., 2017; BAYGAR
et al., 2019; Li et al., 2021).

OBERMEIER et al. (2015) testou um novo revestimento antimicrobiano para fio
a base da substancia octenidine, demonstrando alta eficacia inclusive a longo prazo
contra Staphilococos aureus além de apresentar alta biocompatibilidade.

De Paula et al. (2014) utilizou fio de sutura de algodao revestido com eugenol
em diferentes concentracdes, o eugenol € um fenilpropanoide amplamente utilizado
devido a suas propriedades antisséptica, antimicrobiana, anestésica, analgésica,
antioxidante e anti-inflamatoéria, o revestimento reduziu a formacdo de biofilme,
minimizando infeccBes bacterianas associadas as feridas de sitios cirtrgicos. Chen et
al. (2015) criou uma formulacdo de revestimento para aplicacdo em fio de seda
trancado, este revestimento foi composto por uma mistura antibacteriana de cloridrato
de levofloxacina e poli (e-caprolactona). Neste estudo foi abordado além do poder
antimicrobiano do revestimento, diferentes processos para técnica utilizada. Os
resultados apresentados evidenciaram que quando as superficies dos fios foram
revestidas e fotografadas microscopicamente, elas apresentaram estruturas mais
ordenadas comparando com os fios sem revestimento, adicionalmente os fios

revestidos reduziram a formacéo de biofilme consideravelmente.
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Lépez-Saucedo et al. (2018) aplicou um revestimento de nitrato de prata
irradiado sobre fios de polipropileno que inibiu o crescimento bacteriano de forma
eficaz.

A tecnologia vem auxiliando de forma robusta a descoberta de novos produtos
com o objetivo de modernizar a sutura e evitar infecgdes resultantes deste processo,
em um estudo inovador Catanzano et al. (2014) projetou suturas bioativas compostas
a base de poli (e-caprolactona) carregadas com o farmaco anti-inflamatorio
diclofenaco, este novo material foi testado em relacdo a suas propriedades mecanicas
e comportamento em tecido animal sugerindo um possivel uso na pratica cirargica.

Seguindo a mesma linha, Scaffaro et al. (2013) produziu fibras
monofilamentares de poli (caprolactona) em associacdo com clorexidina, estas fibras
nao tiveram suas propriedades de tracdo alteradas pelo antisséptico, que por sua vez
conferiu propriedade antimicrobiana a fibra confirmada através de testes in vitro frente
a cepas bacterianas, sendo mais um promissor candidato como material para
dispositivos médicos.

As infeccOes de sitio cirargico (ISCs) sdo um problema de saude publica que
ocorre quando patogenos proliferam em feridas impedindo a cicatrizagdo, causando
separacao das bordas da ferida (deiscéncia) e aumentando o risco de abscesso em
tecidos mais profundos, podendo progredir para uma infeccéo sistémica. As suturas
contribuem para este quadro devido a adeséo e colonizacao bacteriana. Com o intuito
de evitar a contaminacdo, suturas impregnadas ou revestidas com agentes
antibacterianos tem sido desenvolvidas (MINGMALAIRAK, 2011).

Portanto, suturas revestidas representam uma alternativa para o problema de
ISC, como varios estudos vém demonstrando. Os resultados promissores corroboram
para o surgimento de novas alternativas de enfrentamento para as consequéncias
nocivas a saude que frequentemente acometem o0s procedimentos cirdrgicos. A
presente proposta possui como objetivo fornecer uma ideia inovadora para aumentar
a seguranca e eficacia na utilizacdo de materiais em processos cirargicos, reduzindo
indices de infeccdo, promovendo cada vez mais uma maior expertise para

profissionais que realizem o procedimento.



67

4. MATERIAIS E METODOS

A planta Lippia sidoides Cham., foi coletada no municipio de Jodo Pessoa — PB
no Horto de Plantas Medicinais da UFPB, localizado no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), no periodo de 2014 a 2018.

A coleta da planta, extracdo do Oleo essencial e caracterizacdo quimica,
fizeram parte da tese de doutorado pertencente ao programa de Poés-graduacdo em
Desenvolvimento e Inovagéo Tecnoldgica em Medicamentos Santos, intitulada como
“Desenvolvimento e avaliacdo de espuma dental, contendo 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham. para prevencao e tratamento de lesdes bucais”, da aluna Alessandra
Estevam dos Santos, membro do grupo de pesquisa do LABIAL sob a superviséo do
professor Dr. Fabio Correia Sampaio. Um dos objetivos do estudo foi avaliar a
sazonalidade em relagcdo a composicéo quimica do 6leo extraido. No ano de 2016 foi
extraido o OELS e analisado seus componentes quimicos de Janeiro a Dezembro do
referido ano.

Para a execucao do presente trabalho, foi utilizado o 6leo extraido da planta
coletada no més de Janeiro de 2016, com registro SisGen de numero ABDE352, em
atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Os dados de caracterizacdo do 6leo foram compartilhados gentilmente pela
aluna Alessandra, em carater de colaboracdo cientifica com os demais alunos

pertencentes ao grupo de pesquisa do LABIAL.

4.1 Obtencao do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS)

As partes aéreas da planta foram coletadas de arbustos adultos no Horto de
Plantas Medicinais da UFPB, no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), localizado no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, nordeste do Brasil com
coordenadas de 43 metros de altitude, Latitude: 7° 6’ 55” Sul, Longitude: 34° 51’ 40”
Oeste, no periodo de 2014 a 2018. A identificacdo botanica da planta foi realizada
pela Profa. Dra. Rita B. Lima, e a exsicata foi incorporada, sob o numero JPB 47237,
ao acervo do Herbario Prof. Lauro Pires Xavier na UFPB.

A extracao do 6leo foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica, sob a orientacao
do Prof. Dr. Raimundo Braz Filho, no Instituto de Pesquisa em Farmacos e

Medicamentos (IPeFarM) da UFPB, a técnica utilizada foi o arraste a vapor de agua,
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sendo usado o equipamento mini destilador de 6leos essenciais (Modelo D2- v5.2-

Linax).

4.2 Caracterizagcao do OELS

A densidade do 6leo essencial foi determinada, utilizando um picnédmetro de
5,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionou a amostra a 25 °C,
pesando-a em seguida e calculando a diferenca de peso do picnémetro vazio e do
picndmetro contendo a amostra. A partir do valor de massa obtido, a densidade foi
calculada, usando a formula: Densidade = m/v. O pH do 6leo foi verificado por
potenciometria em quatro repetigdes.

A caracterizacdo dos constituintes quimicos do 0leo essencial de L. sidoides foi
realizada através de cromatografia gasosa acoplada a um detector de massa (CGMS),
com a finalidade de determinar o percentual de cada um dos constituintes

encontrados.

4.3 Avaliacdo da composicao quimica do OELS

A caracterizacdo dos constituintes quimicos foi realizada através de
cromatografia gasosa acoplada a um detector de massa (CG-EM), para verificacéo,
em forma de percentual, da participacdo de cada metabdlito na composicéo final do
Oleo. Esse teste foi realizado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacédo e Analise
(LCMA) no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sendo utilizado um cromatografo gasoso da
marca Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010 Ultra com coluna da marca RTX-5MS
capilar (5% Difenil / 95% dimetilpolisiloxano) com tamanho de 30m (comprimento) /
0.25 mm de diametro Interno / 0.25 pum.

A fase movel foi composta de hélio e bombeada na vazédo de 1,6 mL.mint e a
temperatura do forno da coluna foi programada para passar de uma temperatura inicial
de 60°C a 90°C a 5°C/mim., permanecendo a 90°C por 15 minutos e de 90°C a 280°C
a 20°C/min. A temperatura do injetor e do detector foram 260 e 280°C,
respectivamente. O tempo total de corrida foi de 30 minutos e o volume de injecao foi
de 1,0 pL.
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A porcentagem relativa de componentes individuais foi obtida a partir das areas
dos picos e os componentes dos Oleos essenciais foram identificados pela
comparacao de seus indices de retencdo e espectros de massa com os dados
encontrados na literatura e biblioteca do equipamento (Bancos de Dados: NIST2008 |
NIST2008+Shimadzu | FFNSC 1.3).

4.4 Testes de avaliagéo da atividade antimicrobiana

4.4.1 Materiais e microrganismos

Solucéo salina 0,9% obtida a partir de NaCl (Sigma®), BHI caldo e BHI agar
(Brain Heart Infusion, Kasvi® Brasil) solucéo de clorexidina 0,12% (Sigma®), Tween®
80 5% (Sigma®), resazurina 0,01% (Sigma®), OELS, extraido na UFPB, Ampicilina
sodica (Teuto ®) e Ciprofloxacino (Fagron ®). Placas de microdiluicdo com 96 pocos
em “U” estéreis (TPP, Brasil) e placas para microdiluigdo com 96 pogos de fundo chato
estéreis (TPP, Brasil).

Os microrganismos estudados foram: Pseudomonas aeruginosa (ATCC®
27853); Staphylococcus aureus (ATCC®15656) e Escherichia coli (ATCC ® 25922).

4.4.2 Cultivo e preparacao do inéculo para os testes microbiolégicos

As cepas de cultura-estoque, das trés espécimes bacterianas em estudo, sao
mantidas em congelador e foram retiradas e deixadas em repouso em bancada de
fluxo laminar até atingirem a temperatura ambiente (TA), posteriormente foi transferido
0,3 mL (300 pL) do in6culo para um tubo de ensaio esterilizado, contendo 7mL
(7000uL) de meio BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi®), o tubo contendo inéculo mais
meio de cultura foi incubado a = 37°C, por 24h, apos este periodo foi centrifugado por
10 minutos para retirada do sobrenadante e ressuspendido em solucédo salina estéril
(NaCl 0,9%) realizando o ajuste por meio do espectrofotdmetro FLUORstar OPTIMA®,
sendo a absorbéancia observada em um comprimento de onda de 540nm, até a
obtencdo de uma suspensao padronizada equivalente a 0,5 da escala McFarland
(equivalente a aproximadamente 108 Unidades Formadoras de Colénias — UFC.mL.

Todos os experimentos realizados tiveram o indculo bacteriano padronizado.
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4.4.3 Determinacdo da concentragéo inibitéria minima (CIM)

As concentragdes inibitérias minimas do 6leo essencial de L. Sidoides, e dos
antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino foram realizadas frente as cepas das
bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os
microrganismos foram escolhidos, por estes espécimes serem comumente isolados
de feridas cirurgicas infectadas (SIEVERT et al., 2013; SENGUPTA et al., 2014).

O teste foi realizado no LABIAL, laboratorio localizado na UFPB, utilizando
capela de fluxo laminar e materiais previamente autoclavados. A técnica utilizada foi
a de microdiluicdo em placa, conforme descrito pelo Manual do Instituto de
padronizacéo clinica e laboratorial (CLSI - Clinical Laboratory Standard Institute,
2015). Testes também foram realizados no laboratorio de microbiologia da
Universidade Estadual da Paraiba sob a orientacdo da Profa. Dra. Patricia Maria de

Freitas e Silva.

4.4.3.1 Ensaio de microdiluicédo para determinacao da CIM

Para determinacao foi utilizada a técnica de microdiluicdo adaptada. Foram elaboradas
solucBes de OELS, ampicilina e ciprofloxacino. Para a solucdo de OELS foi adicionado 5% de
Tween 80® com a funcéo de tensoativo, por efeito da hidrofobicidade do dleo, ja que existe a
dificuldade de mistura-lo a solucdo aquosa de antibiético, sendo o Tween-80 um surfactante e
emulsificante ndo idnico para homogeneizacao da solucéo (BUENO-SANCHEZ et al., 2009).

Para ambos os componentes em teste, foram elaboradas inicialmente uma
solucdo mae de concentracdo mais elevada, sendo a partir desta elaborada a solucéo
estoque e em seguida a solucéo teste diluida em caldo BHI, sendo esta Ultima a
utilizada para o experimento de microdilui¢ao.

Para execucdao da técnica foi utilizada microplaca esterilizada com fundo “U” de
96 pocos distribuidos em 8 linhas e 12 colunas, onde foram adicionados em cada poco
da placa, 100 pL de caldo do meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI- Sigma, St.
Louis, Missouri, USA). Foram testadas concentracdes decrescentes de OELS e dos
antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino, o in6culo bacteriano (20%) foi adicionado
por ultimo. A placa contendo meio de cultura, substancias teste, em concentracdes
decrescentes, foram incubadas em estufa microbiolégica por 24 h de 35- 37 °C. Apos

o periodo de incubacao, as CIMs foram determinadas visualmente através da prova
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da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido), um indicador de Oxido-
reducdo de cor azul que, na presenca de células vidveis é oxidado a resofurina,
substancia de coloragdo vermelha ou rosado (RAMPERSAD, 2012). Foram
adicionados a todos os pocos da placa 35 pL do indicador, o teste terminou com a
mudanca de cor dos pocos de azul para r6seo apds 30 minutos de contato com o
corante, a coloragdo azul indicou auséncia de crescimento bacteriano enquanto a cor
résea indicou a presenca de células viaveis para crescimento conforme ilustrado na
Figura 8 (PALOMINO, et al., 2002; SAKER, et al., 2007). Foi realizado ainda um
controle positivo feito com clorexidina a 0,12% preparada laboratorialmente (Sigma
Sao Paulo, Brasil) e estabeleceu-se o crescimento livre da bactéria em meio de
cultura.

Para cada espécie de bactéria foram realizados experimentos de microdiluicdo
em triplicata.

A CIM foi interpretada como sendo a menor concentracdo da droga capaz de
inibir o crescimento visivel de um organismo apés o periodo de 24 horas de incubacéo.

Figura 8 — Placa de microtitulagdo ilustrando o experimento de CIM.

Fonte: Prépria autora.
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4.4.4 Concentracdo inibitoria fracionada CIF (checkerboard)

Com o intuito de avaliar o efeito sinérgico do 6leo essencial com a ampicilina
foi utilizada a técnica de microdiluicdo modificada para o ensaio checkerboard de
acordo com a metodologia descrita segundo Pillai e Moellering (2005).

O OELS foi testado em combinagdo, com ambos antimicrobianos (OELS x
ampicilina e OELS x ciprofloxacino) frente a cada microrganismo do estudo. Tanto o
OELS quanto os antimicrobianos foram testados em diferentes concentragdes a partir
da CIM, obtida em ensaios anteriores para cada microrganismo, sendo preparadas as
solugdes iniciais na concentracdo correspondente a 4x a CIM.

Na placa de 96 pocos de fundo em “U” foram realizadas as diluigdes de forma
a se obter as concentracdes equivalentes a 4 x CIM, 2 x CIM, CIM, CIM/2, CIM/4,
CIM/8, CIM/16 e CIM/32.

Inicialmente, 100 uL de caldo BHI foram adicionados nos pogos das placas de
microdiluicdo. O OELS teve sua concentracado decrescente da esquerda para direita
no sentido vertical e o antimicrobiano teve sua concentracdo decrescente de cima
para baixo no sentido horizontal da placa. A diluicédo foi realizada de forma que cada
poco apresentasse as duas substancias de forma combinada e com concentracdes
definidas. Por fim, adicionou-se 20 pL da suspensao bacteriana previamente
padronizada. As placas foram incubadas a 35-37 °C por 24h e depois avaliadas quanto
ao crescimento bacteriano. A viabilidade celular foi visualizada pelo indicador redox

sensivel a resazurina como demonstra a Figura 9.

Figura 9 - Placa ilustrando o experimento de checkerboard.

Fonte: Propria autora.
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Os indices de concentracdo inibitéria fracionada (CIF) foram calculados para
avaliar a interagéo de cada combinacg&o das drogas. O ICIF (indice da Concentragéo
Inibitéria Fracionada) foi calculado através da soma do CIFA+CIFB, onde A representa
0 Oleo essencial e B representa a ampicilina e a ciprofloxacina. O CIF é calculado
através da relagdo CIM A combinado/CIM A sozinho, enquanto o CIF B = CIM B
combinado/CIM B sozinho. Este indice é interpretado conforme o resultado obtido,
onde: CIF <0,5122 indica sinergismo; CIF > 0,5 e < 1 aditividade; CIF 21 e < 4
indiferenca e CIF = 4 antagonismo. O sinergismo foi avaliado conforme o quadro
abaixo (BERDITSCH, et al., 2015; DIDRY et al., 1993; LEWIS, et al., 2002).

Quadro 1 - Interpretacéo de resultados para as concentracdes inibitorias

fracionadas (ICIFs)

Intepretagao para CIF Resultados do CIF
Sinergismo <0,5
Aditividade >0,5 e <1
Indiferenca 21e<4
Antagonismo 24

4.4.5 Determinacao de biofilme bacteriano pela técnica de Cristal Violeta

A formacédo de biofilme formado pelas cepas de P. aeruginosa, S. aureus e
E.coli foi avaliada em placas de microdiluicdo de poliestireno pelo método de Cristal
Violeta descrito por O'Toole (2011). Esta etapa foi realizada em duas fases,
primeiramente cada substancia foi testada isoladamente frente a formacéo de biofilme
dos espécimes bacterianos, em um segundo momento foram realizados experimentos
com as substancias em associacado (OELS x ampicilina; OELS x ciprofloxacino).

O procedimento de microdiluicdo foi realizado com concentracfes
decrescentes dos compostos em teste, no caso dos testes realizados com as
substancias em associacdo as concentracdes foram baseadas nas definidas como
sinérgicas pelo experimento de checkerboard, em seguida, o inéculo bacteriano

padronizado em escala McFarland (20%) foi adicionado.
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Ap6s a microdiluicdo as placas foram incubadas em estufa a 35-37 °C por 24h
para formacdo do biofilme, em seguida o contetdo da placa foi despejado ficando
apenas a massa de biofilme bacteriano no fundo do poco. A placa foi submergida em
cuba com agua estéril para remoc¢ao das células ndo conectadas e componentes do
meio que possam ser corados. Em seguida adicionou-se 125 pl de solugéo a 0,1% de
cristal de violeta a cada poco da placa, ficando esta em repouso na temperatura
ambiente por 10-15 minutos, o objetivo é a coloracdo da massa de biofilme bacteriano,
novamente a placa foi submergida em cuba com agua estéril para retirada do excesso
do cristal de violeta. O cristal de violeta € um corante basico que se liga a moléculas
de superficie carregadas negativamente, incluindo bactérias vivas e mortas assim
como polissacarideos da matriz.

Ap0bs a coloragao dos pogos foram adicionados 125 ul de acido acético a 30%
a cada poco da placa, com o objetivo de solubilizar o biofilme corado com cristal de
violeta, conforme Figura 10. Ficando em repouso a temperatura ambiente por 10-15
min. O conteudo dos pocos, biofilme corado com cristal de violeta mais o acido, foi
transferido para uma nova microplaca de fundo chato e quantificada a absorbancia
num leitor de placas da marca OPTIMA em comprimento de onda de 560 nm utilizando
acido aceético a 30% como branco. Para todas as avaliacfes foi realizado um controle
negativo onde a bactéria cresceu livremente em meio de cultura. Para cada
microrganismo foram realizados experimentos em triplicata referentes as trés
substancias testadas isoladamente e em associacao.

Para interpretacdo dos dados foram considerados os valores médios da leitura
de absorbancia do contetdo dos poc¢os, onde um maior numero de absorbancia indica
maior quantidade de biofilme formado, comparando-os com o controle de formacéo

de biofilme livre (in6culo bacteriano mais meio de crescimento).
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Figura 10 — Placa de microtitulacdo representando o experimento de
formacé@o de biofiime pela técnica de Cristal Violeta
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Fonte: Prépria autora.

4.4.6 Desenvolvimento de solugdo antimicrobiana para revestimento em fio de

sutura cirargico

Os revestimentos para o fio cirirgico foram preparados baseados na técnica
descrita por Obermeier et al. (2014, 2015). Onde duas substancias, assim como 0s
agentes antimicrobianos em teste, foram adicionadas formando uma solucao. Junto a
esta solucéo foi imerso o fio de sutura de 40cm de Poliglactina 910 (Vycril®, Ethicon
Livingston, Scothland), diametro de 2.0, como visto na Figura 11. Apos os fios terem
recebido a solucdo antimicrobiana de revestimento, os mesmos foram cortados no
tamanho de 2cm, utilizando Iamina de bisturi e luvas estéreis.

O procedimento para revestir, com as solucdes antimicrobianas, o fio de sutura
de poliglactina, rendeu uma patente de invengdo, que se encontra sob o numero de
depdsito BR10 20210223200 no Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
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Figura 11 - Fio imerso em solugdo de revestimento.

Fonte: propria autora.

4.4.6.1 Formacéao de biofilme em fio de sutura revestido

Com o intuito de observar a eficacia do novo revestimento para fio de sutura,
os fios revestidos foram submetidos ao teste de formacao de biofilme, tendo em vista
gue os biofilmes formados nas fibras dos fios constituem um fator importante para as
ISCs. Como controle positivo foi utilizado o fio de Poliglactina 910 -Vycril® Plus
contendo triclosan, e como controle negativo foi utilizado o fio de sutura Poliglactina
910 Vycril® sem triclosan.

Fragmento de 2 cm dos fios revestidos com solugdo antimicrobiana e dos
controles positivo e negativo, foram imersos em placas de poliestireno de fundo chato
para cultura de células de 24 pocos contendo 1,6 mL de BHI caldo e 0,4 mL do inéculo
bacteriano S. aureus, E. coli e P. aeruginosa conforme Figura 12. As placas foram
incubadas em estufa microbiologica a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacéo, os fragmentos de fio foram mergulhados em 2 mL de soluc¢éo salina a 0,9%
para remocao das bactérias ndo aderidas, em seguida, o fio foi dispensado em outro
poco contendo 2 mL de solucdo salina a 0,9% e conduzido ao aparelho sonicador
(Ultrasonic cleaner®) por 5 minutos na velocidade de 4,5 rpm, uma aliquota de 100
ML foi retirada de cada poco e transferida para uma placa de poliestireno de fundo
chato de 96 pocos e em seguida levada para leitura em espectrofotometro OPTIMA®,

sob o programa Optima — Data analysis.



77

Figura 12 — Placa de 24 pocos contendo inéculo bacteriano,
fragmentos de fio de sutura revestidos e controles positivo e negativo.
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Fonte: propria autora.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do OELS

A densidade do 6leo essencial de L. sidoides Cham. foi determinada a partir do
valor de massa obtido e a densidade foi calculada, resultando em um valor de 0,9432
g.mL1. Alguns estudos trazem valores semelhantes como o de Reis (2010) que

relatou a densidade do OELS como sendo 0,9340 g.mL™.

5.2 Avaliacdo da composicao quimica do OELS

Como dito anteriormente, a fracdo do 6leo utilizada no presente estudo foi a do
més de Janeiro de 2016, portanto, os dados expostos foram retirados da tese de Dos
Santos (2019). O objetivo da avaliagdo da composi¢ao quimica seria a deteccao dos
compostos secundarios presentes na planta, uma vez que varios autores conferem a
potencialidade antimicrobiana de acordo com o perfil quimico apresentado pelo 6leo
essencial. A analise do OELS através do espectro de CG-EM obtido a partir das partes
aéreas da planta resultou na identificacdo de diversos compostos listados na Tabela
1. O componente majoritario detectado foi o timol (76,29%), seguido do E-cariofileno,
p-cimeno, B-mirceno e y-terpineno (DOS SANTOS, 2019). O timol como composto
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majoritario ja era esperado, uma vez que, o timol ja é reconhecido como o composto
gue confere a propriedade antimicrobiana do OELS (SARAIVA et al., 2020; OLIVEIRA
et al., 2014). O cromatograma do 6leo é apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Cromatograma do OELS (Janeiro/2016) por CG-EM.
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Tabela 1 - Composicao quimica do 6leo essencial de L. sidoides Cham. extraido no

més de janeiro de 2016. Componentes listados em ordem de eluicao.

Componente Te_mpo de retencéo Concentracéo
(minutos) (%)
a-Tujeno 4.228 0,49
a-Pineno 4.375 0,21
B-Mirceno 5.432 1,16
Terpinoleno 6.047 0,54
p-Cimeno 6.234 4,62
D-Limoneno 6.338 0,22
Eucaliptol 6.421 0,21
B-Ocimeno 6.788 0,08
y-Terpineno 7.133 0,82
Cis-beta-Terpineol 7.394 0,18
B-Linalol 8.423 0,24
Ipsidienol 10.364 0,81
Eucarvone 11.816 0,31
Terpinen-4-ol 12.062 0,64
Timol metil éter 16.071 0,42
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Timol 22.044 76,29
Carvacrol 22.387 0,16
E-Cariofileno 25.016 5,28
Cis-alfa-Bergamoteno 25.250 0,32
Aromadendreno 25.306 0,39
a-Humuleno 25.512 0,28
Viridifloreno 26.032 0,45
-Bisaboleno 26.144 0,65
Oxido de Cariofileno 26.956 0,45

Fonte: DOS SANTOS, 2019.

5.3 Testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana

5.3.1 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os resultados das analises de atividade antimicrobiana, dos compostos em
estudo, foram obtidos através do método de microdiluicdo e estdo representados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Atividades antimicrobianas do OELS, ampicilina e ciprofloxacino pelo
método de microdiluicdo, representadas através da concentracdo inibitéria minima
(CIMm).

OELS Ampicilina Ciprofloxacino
Microrganismos CIM pg/mL CIM pg/mL CIM pg/mL
Staphylococcus aureus 512 512 0,610
Escherichia coli 1.024 512 0,0313
Pseudomonas aeruginosa 1.024 2.500 1,0

Experimento realizado em triplicata.

Os resultados dos ensaios de microdiluicdo demonstraram ser favoraveis no

gue concerne em inibir o crescimento bacteriano das cepas estudadas.
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Em relagdo ao OELS os valores encontrados para CIM demonstraram uma
maior efetividade para a bactéria gram-positiva S. aureus, em comparacdo com as
outras cepas gram-negativas E. coli e P. aeruginosa. Essa maior efetividade em inibir
0 crescimento bacteriano fica evidente, pois, para produzir este efeito no crescimento
de S. aureus é necessaria uma menor concentracao de Oleo essencial (512 pg/mL)
que para as demais cepas (1.024 pg/mL). Esse resultado est4 de acordo com 0s
encontrados na literatura que demonstram que a maioria dos Oleos essenciais
possuem um efeito mais pronunciado sobre as bactérias gram-positivas, sendo as
gram-negativas mais resistentes, devido as diferencas na composicdo da membrana
celular bacteriana que as reveste (HOLLEY; PATEL, 2005; OLADIMEJI; ORAFIDIYA,
OKEKE, 2004). O mesmo foi observado por Oliveira et al. (2006), onde Lippia sidoides
mostrou efeito sinérgico com ampicilina e dentre as cepas estudadas por este grupo,
0 S. aureus também demonstrou maior sensibilidade.

Uma explicagéo para a maior sensibilidade de organismos gram-positivos, seria
o fato de os componentes hidrofébicos penetrarem facilmente a parede celular de
peptideoglicano, agindo assim no citoplasma. Os gram-negativos, apesar de portarem
uma fina camada de peptidoglicano, possuem uma membrana externa adicional,
composta por fosfolipideos e proteinas, sendo 30% de uma lipoproteina, o
lipopolissacarideo, representando uma barreira molecular que previne ou dificulta a
entrada de agentes externos que danifiquem o microrganismo, lipoproteinas ligadas
aos peptideoglicanos e lipopolissacarideos funcionam como endotoxinas nocivas aos
microrganismos (PEREZ ZAMORA et al., 2018).

Observa-se uma falta de consenso entre os diferentes pesquisadores quando se trata
de metodologia a ser adotada para avaliacdo da atividade antimicrobiana de um produto
natural e sobre um valor aceitavel para definicdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Uma
justificativa para o fenbmeno seria as variagbes de composicdo dos compostos naturais, em
decorréncia de fatores como solo, clima, espécie, incidéncia solar, técnicas de extracao, parte
da planta utilizada dentre outros (ALIGIANNIS et al., 2001; HOLETZ et al., 2002).

Os resultados de CIMs do presente estudo corroboram com os valores encontrados
por Veras et al. (2017). Neste estudo o OELS foi extraido no ano de 2010 na cidade do Crato
no estado do Ceard e em sua analise quimica os principais constituintes detectados foram
timol (84,9%), etil-metil-carvacrol (5,33%) e p-cimeno (3,01%) e os autores atribuiram ao timol

a atividade antimicrobiana apresentada pelo 6leo, afirmando que ndo houve diferencas no
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efeito antimicrobiano entre EOLS e o composto timol testado isoladamente, utilizando o
método de microdiluicdo contra as bactérias do estudo.

No presente trabalho, os compostos encontrados majoritariamente foram, timol
(76,29%), E-cariofileno (5,28%) e p-cimeno (4,62%), conforme exposto na Tabela 1,
representando as variagcdes ha composicdo dos 6leos quando comparados estudos realizados
em areas geograficas diferentes sob diferentes condicdes de cultivo.

Emrelacéo as CIMs encontradas por Veras et al. (2017) os valores encontrados foram:
128 pg/mL para S. aureus; 512 pg/mL para P. aeruginosa; e 512 pg/mL para E. coli. A
discrepancia entre esses valores e os do presente estudo (512 pg/mL S. aureus ; 1.024 pg/mL
P. aeruginosa e E. coli), deve-se a diferenca de composicao quimica entre os dois 6leos
utilizados nos diferentes estudos, no entanto, observa-se valores de CIM iguais para as
bactérias gram-negativas em ambas as pesquisas e uma maior sensibilidade para a cepa S.
aureus, vale salientar que ambos os 6leos foram extraidos de plantas cultivadas na regido
Nordeste brasileira. Barreto et al. (2021), avaliou uma solugéo contendo 4% de OELS em lauril
sulfato de sodio no meio aquoso, testada contra o crescimento bacteriano de P. aeruginosa e
S. aureus, utilizando a mesma técnica de microdiluicdo, onde as CIMs encontradas foram de
78.12 pg/mL para cepas de S. aureus, e 625 pg/mL para P. aeruginosa. O OELS no
estudo de Barreto et al. (2021), também possuia como composto majoritario o timol e
confirma a maior sensibilidade de bactérias gram-positivas como S. aureus em
comparacao com a ativividade antimicrobiana mais moderada contra bactéria gram-
negativas como P. aeruginosa.

Outros estudos demostram que 0s componentes majoritarios isolados nao
exercem o mesmo efeito antimicrobiano do que a miscelanea de compostos que
constituem um extrato ou 6leo essencial de determinada espécie de planta, indicando
gue ha sinergismo de acdo quando todos esses compostos estdo agindo juntos
(MEDEIROS BARRETO et al., 2014).

5.3.2 Concentracéo inibitoria fracionada CIF (checkerboard)

O teste denominado de checkerboard possui 0 objetivo primordial de avaliar o
efeito obtido entre a interacdo de duas substancias. O intuito é de encontrar
associacdes entre componentes, com propriedades antimicrobianas, sinérgicas,
utiizando como base o indice de concentracdo inibitéria fracionaria (CIF)
(LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014).
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Na Tabela 3, observa-se as concentracbes em associagfes sinérgicas, as

associacdes foram selecionadas apoés terem sido calculadas as CIFs (CIF <0,5122).

Tabela 3.- Atividades antimicrobianas do OELS, ampicilina e ciprofloxacino, reduzidas
apos o teste de checkerboard, valores utilizados para calcular as CIFs e classifica-las

como sinérgicas.

OELS x Amp OELS x Cipro
Microrganismos ug/mL pg/mL
Staphylococcus aureus 256/128 128/0,152
Escherichia coli 32/256 128/0,0078
Pseudomonas aeruginosa 128/625 128/0,250

Experimentos realizados em triplicata.

Os resultados apresentados demonstraram que o OELS potencializou a acao
dos antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino, uma comprovacao deste efeito pode
ser evidenciada pela reducéo nas concentracdes sinérgicas quando compadas as da
CIMs. Quando testada frente a S. aureus a concentracdo de ampicilina reduziu quatro
vezes em relacédo a CIM (512-128 pug/mL), quando esse antimicrobiano foi combinado
com OELS, sendo a mesma porcentagem de reducao para o antibiético ciprofloxacino
(0,610-0,152 pg/mL). Para E. coli a concentracdo de ampicilina reduziu duas vezes
guando em associacao (512-256 pg/mL), a reducdo ocorrida para o antibiético
ciprofloxacino (0,0313-0,0078 pg/mL) foi de quatro vezes para a mesma bactéria. Em
relacdo a cepa P. aeruginosa tanto a concentracdo de ampicilina (2.500-625 pg/mL)
guanto a de ciprofloxacino (1-0,250 pg/mL) reduziram quatro vezes quando
associadas ao OELS.

A reducdo na concentracdo de antimicrobiano, necessaria para inibir o
crescimento bacteriano, demonstra que houve potencializacdo do mesmo e aumento
na efetividade dos compostos em associacdo, uma vez que as concentracdes de
OELS também foram reduzidas. Classes de metabdlitos secundarios frequentemente
presentes em extratos e 6leos essenciais de produtos naturais também foram
relatados como capazes de modificar a atividade antibiética de farmacos (DE
ALENCAR et al., 2017), exemplos séo os terpenos (NICOLSON; EVANS; O'TOOLE,
1999), taninos, alcaléides (MATIAS et al., 2011) e flavondides (SATO et al., 2004),
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gue corroboram com a teoria de que estes compostos sdo 0s responsaveis pelo efeito
antibacteriano dos 6leos extraidos de plantas.

Uma das teorias para os 6leos essenciais exercerem esse efeito sobre os
farmacos antimicrobianos € sua hidrofobicidade, que facilita o transporte através da
membrana plasmatica da bactéria, além de componentes como o timol e carvacrol
gue podem atuar como permeabilizadores de membrana aumentando a captacéo das
moléculas (HELANDER; LATVA-KALA; LOUNATMAA, 1998).

Mais recentemente, Felix e Silva et al. (2021) testou 6leos essenciais de Lippia
sidoides e Cymbopogon citratus, chamada comumente de capim-limdo, em
associacao com florfenicol, um antimicrobiano sintético com atividade bacteriostatica
utilizado para infecgbes em bovinos e suinos, com o intuito de inibir a formagéo de
biofilme pela bactéria Aeromonas hydrophila. O composto majoritario do OELS foi o
carvacrol, sendo a atividade antibacteriana de OELS verificada pela concentracao
inibitdria minima, e a atividade sinérgica do OE com o florfenicol foi realizada através
da técnica do tabuleiro de damas (checkerboard). Como um de seus resultados, o
experimento demonstrou que o OELS quando em associacdo com o florfenicol
apresentou efeito sinérgico, apresentando uma reducdo na concentracdo destes
compostos de até 4 e 2 vezes, respectivamente, em testes de inibicdo de crescimento
bacteriano. Ademais, esta associacdo promoveu a capacidade de interferir na
formacé&o do biofilme consolidado.

Medeiros Barreto et al. (2014) também obteve a potencializacdo dos
antimicrobianos através da associacdo do 6leo essencial obtido da espécie Lippia
origanoides HBK contra S. aureus MRSA, no qual se observou a reducédo da CIM de
pelo menos dez vezes para neomicina e de pelo menos cinco vezes para amicacina,
compostos monoterpendides como carvacrol e timol também foram associados a este
efeito beneficiado.

Veras et al. (2013) testou OELS em associacdo com o antibiético gentamicina
contra P. aeruginosa e reduziu em 25% a concentragdo do mesmo, a mesma
porcentagem foi obtida quando houve a associacéo entre o 6leo e neomicina frente a
S. aureus e OELS com penicilina G contra Streptococcus mutans.

Oliveira et al. (2006) observou o efeito de 6leos essenciais de diferentes plantas
em associagdo com antimicrobianos utilizados na clinica, os resultados para Lippia
sidoides mostrou efeitos sinérgicos e consequentemente potencializagdo dos

medicamentos envolvidos. Neste estudo ampicilina, cefalotina e cloranfenicol foram
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potencializados contra algumas cepas bacterianas, destacando-se o efeito do 6leo
para ampicilina corroborando com o sinergismo encontrado entre OELS e o0 mesmo
antibidtico no presente estudo.

Veras et al. (2017) obteve o excelente resultado com EOLS associado a
gentamicina com redugcdo de 25% da concentracdo de antibidtico contra P.
aeruginosa, resultado semelhante foi obtido neste experimento.

Outra espécie da familia Verbenaceae € a Lippia microphylla Cham. Coutinho
et al. (2011) realizou um estudo onde a associacdo entre o Oleo desta planta e
farmacos utilizados em infec¢cdes bacterianas o que resultou em sinergismo,
demostrando um real interesse na comunidade cientifica, consolidando a propriedade
antibacteriana desta familia. O estudo realizado examinou o 6leo essencial na forma
de compostos volateis, em relacdo aos seus efeitos na atividade antibidtica de
gentamicina, tetraciclina e norfloxacina. As atividades da gentamicina e norfloxacina
contra as cepas de P. aeruginosa e S. aureus aumentaram 47% e 225%
respectivamente, os compostos volateis do 6leo ndo exerceram efeito no antibiotico
tetraciclina. Observa-se mais uma vez um menor efeito antibacteriano frente as
bactérias gram-negativas, sempre associado a membrana externa com cadeias
polissacaridicas hidrofilicas que funciona como barreira aos compostos hidrofébicos
(TASSOU; NYCHAS, 1995).

Oleos essenciais extraidos de diversas plantas sdo reconhecidos devido as
suas propriedades antibacterianas. El Alama et al. (2015), demonstrou o sinergismo
entre o 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L. e ciprofloxacino. Miladi et al. (2017),
testou associacdes entre 6leos essenciais (OE) de eugenol, carvacrol, timol, p-cimeno
e g-terpineno e tetraciclina, observando um efeito sinérgico com uma taxa de reducao
variando de 2 a 8 vezes entre a MIC da tetraciclina isolada e a CIM da tetraciclina em
associacdo com os oOleos. Lambert et al. (2001) utilizou 6leo essencial de orégano,
timol e carvacrol e observou a modulacdo na suscetibilidade de Salmonella
Typhimurium SGI a seis antimicrobianos (ampicilina, tetraciclina, penicilina,
bacitracina, eritromicina e novobiocina) utilizadas para combater bactérias gram-
negativas.

Portanto, os resultados obtidos através do experimento de checkerboard,
associando OELS a ampicilina e ciprofloxacino, reduziu consideravelmente as CIMs,
0 que promove reducdo da concentragdo necessaria para a inibicdo do crescimento

bacteriano, reduzindo assim, possiveis efeitos colaterais e resisténcia bacteriana.
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5.3.3 Determinacao de biofilme bacteriano pela técnica de Cristal Violeta (CV)

As substancias em estudo foram testadas quanto a capacidade de reduzir a
formacdo de biofilme bacteriano. As bactérias quando estdo em unido, na forma de
biofilme, geralmente sdo mais resistentes a antimicrobianos do que as bactérias
planctonicas, e assim, compreende-se que muitas doencas infecciosas de alta
gravidade podem ser associadas ao crescimento bacteriano como um biofilme,
incluindo neste nicho as ISCs (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004;
WELLS et al.,, 2011). Por esta razdo, novas estratégias sao necessarias para
resolucéo deste problema.

O método utilizado para determinacdo da formacéo de biofilme na presenca
das substancias utilizadas foi a coloracdo com o agente cristal violeta, uma vez que
ele é rapido e efetivo, determinando a biomassa bacteriana com a vantagem de ndo
desorganizar a estrutura organizacional do biofiime (CHRISTENSEN et al., 1985;
PITTS et al., 2003; XU et al., 2016). A biomassa bacteriana formada no fundo em “U”
da placa de poliestireno é colorida pelo cristal violeta e posteriormente determinada
por método fotocolorimétrico, sendo a intensidade da cor apresentada correspondente
a quantidade de biofilme formado. O instrumento para detec¢cédo da cor se denomina
espectrofotometro que através da absorbancia determina o quantitativo de biofilme
formado, o equipamento seleciona o comprimento de onda equivalente a intensidade

de luz detectada e transformada em corrente elétrica.

5.3.3.1 Determinacédo de biofilme bacteriano pela técnica de Cristal Violeta na

presenca das substancias de maneira isolada.

O teste de biofilme foi realizado para as trés substancias em teste, e para este
fim, foram preparadas solu¢cdes com concentragcdes um pouco mais elevadas do que
as CIMs para observacao do comportamento bacteriano em presenca dos compostos.

Foi calculada uma média com os valores de absorbéancia obtidos pela leitura
em espectrofotdmetro, onde o desvio padrédo para as médias calculadas ficaram entre
10,01 e £ 0,035. As médias encontradas foram plotadas em forma de gréfico, onde no
eixo X foram dispostas as concentra¢des das substancias de forma decrescente, e no
eixo Y foram dispostos os valores de absorbancia na forma de média. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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No Grafico 1 podemos observar o comportamento da formacgéo de biofilme

bacteriano por S. aureus na presenca de OELS em concentragcdes decrescentes.

Grafico 1 - Formacao de biofilme pela cepa S. aureus em presenca do OELS em

concentragdes decrescentes.
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* Os valores acima das barras representam as médias de absorbancia para cada concentragdo de OELS.

** Desvio padrao 0,01 e = 0,035
*** Barra amarela representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.

De acordo com o gréfico, a formacédo de biofilme de S. aureus demonstrou
crescimento progressivo a medida que a concentracao do Oleo era reduzida. Observa-
se uma reduzida formacéao de biofilme até a concentracdo de 625 pg/mL de OELS, a
partir deste marco a formacéao de biofilme foi mais expressiva. Observando a formacéo
de biofilme bacteriano entre 625 pug/mL e 312,50 pg/mL e comparando com a formacgao
sem a interferéncia do OELS (barra amarela) € possivel considerar que a formacao de
biofilme nestas concentracdes € consideravelmente reduzida. A CIM do OELS para
esta cepa foi de 512 pg/mL, observando que este valor esta localizado entre a terceira
e quarta barra do grafico podemos afirmar que nesta concentragéo o biofilme formado
também é reduzido satisfatoriamente.

A formacao de biofilme para a mesma cepa na presenca do antibidtico ampicilina

pode ser vista no Grafico 2.
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Grafico 2 - Formacéo de biofilme pela cepa S. aureus em presencga do antimicrobiano

ampicilina em concentragdes decrescentes.
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A formacéao de biofilme por S. aureus na presenca de ampicilina demonstrou
um crescimento relativamente uniforme, aumentado sua formacdo quando na
presenca de 3,22 pg/mL do antibiético, no entanto, o farmaco demonstrou ter eficacia
nesta inibicdo quando observamos a formagcao do microrganismo livremente em meio
de cultura. Considerando a CIM de 512 pg/mL, podemos afirmar que esta também
possui efetividade.

Em relacdo ao antimicrobiano ciprofloxacino os resultados obtidos foram menos

satisfatorios do que os anteriores conforme o Gréfico 3.
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Grafico 3 - Formacdo de biofilme pela cepa S. aureus em presenca do

antimicrobiano ciprofloxacino em concentragdes decrescentes.
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*** Barra amarela representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.

Considerando a CIM de 1pg/mL e observando os valores obtidos podemos
avaliar que mesmo com reducdo de formacdo de biofilme inferior ao OELS e
ampicilina, o ciprofloxacino foi efetivo em reduzir a formacao bacteriana quando
comparados os valores do grafico com o valor obtido para o crescimento isento de
antibiotico.

Para E.coli os resultados obtidos podem ser vistos nos Graficos 4, 5 e 6. O
OELS foi efetivo em reduzir a formacao de biofiime e considerando a CIM (1024
pHg/mL), pode-se afirmar que este composto reduz consideravelmente a biomassa
bacteriana quando comparada com o crescimento em meio de cultura. O mesmo pode
ser considerado para crescimento na presenca de ampicilina (CIM 512 pg/mL) e
ciprofloxacino (CIM 0,0313 pg/mL).
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Gréfico 4 - Formacdo de biofilme pela cepa E. coli em presenca de OELS em

concentragfes decrescentes.
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Gréafico 5 - Formacéao de biofilme pela cepa E. coli em presenca do antimicrobiano

ampicilina em concentracdes decrescentes.
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*** Barra amarela representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.
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Grafico 6 - Formacdo de biofilme pela cepa E. coli em presenca do antimicrobiano

ciprofloxacino em concentragdes decrescentes.
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*** Barra amarela representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.

Os resultados de formacdo de biofilme para P. aeruginosa podem ser
observados nos Graficos 7, 8 e 9. O OELS foi efetivo em reduzir a formacéo de
biofilme e considerando a CIM (2.500 pug/mL), pode-se afirmar que este composto
reduz consideravelmente a biomassa bacteriana mesmo quando a CIM é reduzida
pela metade. Para ampicilina a reducéo foi quase que uniforme, mas com excelente
eficiéncia principalmente considerando a CIM (1.024 pug/mL). Quando o antibiético foi
ciprofloxacino o que se observou foi uma reducédo de formacao de biofilme inferior aos

outros compostos, principalmente considerando a CIM (1 pg/mL).
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Gréfico 7 - Formacdao de biofilme pela cepa P. aeruginosa em presenca de OELS em

concentragbes decrescentes.
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Gréafico 8 - Formacdo de biofilme pela cepa P. aeruginosa em presenca do

antimicrobiano ampicilina em concentracdes decrescentes.
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Grafico 9 - Formacdo de biofilme pela cepa P. aeruginosa em presenca do

antimicrobiano ciprofloxacino em concentragdes decrescentes.
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*** Barra amarela representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.

Lippia sidoides Cham. possui o potencial de reduzir formacéo de biofilme, Veras
et al. (2014) testou o 6leo da planta que continha 84,9% de timol contra Enterococcus
faecalis e obteve reducdo de UFC em biofilmes causados pela bactéria in vitro, o
mesmo experimento testou timol isoladamente e concluiu que ndo houve diferenca
entre OELS e timol.

Vazquez-Sanchez et al. (2018) trabalhou com Oleos essenciais de Lippia
sidoides, Thymus vulgaris e Pimenta pseudochariophyllus e todos mostraram eficacia
contra células plancténicas de S. aureus e biofiimes de 24 horas formados em
poliestireno e aco inoxidavel em condicdes relacionadas a alimentos. Estes Oleos
continham timol em concentracfes elevadas, assim como outros compostos
antimicrobianos, os autores frisaram a acdo do Oleo de L. sidoides, que foi
particularmente eficaz contra S. aureus.

Céceres et al. (2020) trabalhando com 6leo essencial de Lippia origanoides,
observou alto efeito inibitério na formacéao de biofilme, cerca de 70% de inibicdo para
a cepa E.coli, 0 mesmo efeito ndo foi observado na taxa de crescimento das bactérias
plancténicas.

Os efeitos dos 6leos essenciais de manjericdo (Ocimum basilicum) e sélvia

(Salvia officinalis) em formacdo e resisténcia de biofilme de isolados clinicos de
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Pseudomonas aeruginosa foram avaliados por PejCi¢ et al. (2020), onde os 6leos
inibiram a formacéo de biofilme em até 99,9%.

Os presentes resultados de crescimento de biofilme na presencga de OELS,
demonstram que 6leos essenciais com propriedades antibiofime podem ser uma
alternativa inestimavel e segura contra o surgimento de resisténcia bacteriana. Varios
estudos atribuem a propriedade de inibir a formacao de biofilme nos primeiros estagios
aos monoterpenoides como o timol (UPADHYAY et al., 2013)

5.3.3.2 Determinacédo de biofilme bacteriano pela técnica de Cristal Violeta com

OELS associado aos antimicrobianos.

Em um segundo momento foi avaliada a formagéao de biofilme bacteriano na
presenca de OELS associado aos antimicrobianos ampicilina e ciprofloxacino. O
objetivo foi o de verificar se 0 OELS possui a capacidade de reduzir as concentragdes
dos farmacos, potencializando-o, conservando a propriedade de inibicdo de formar
biofilme.

Nas tabelas 4 e 5 estdo dispostos os valores de concentracdo de OELS

associados aos respectivos valores de ampicilina e ciprofloxacino.

Tabela 4 - Concentracfes de OELS/ampicilina pg/mL na placa teste de formacao de

biofilme pela cepa S. aureus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OELS 4.096 2.048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2
pg/mL

AMP 2.048 1.024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
pg/mL

Tabela 5 - Concentracfes de OELS/ciprofloxacino ug/mL na placa teste de formacéo

de biofilme pela cepa S. aureus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OELS 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
pg/mL
CIP

pg/mL 0,608 0,304 0,152 0,076 0,038 0,019 0,0095 0,0048 0,0024 0,0012 0,0006 0,0003
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Nos graficos 10, 11, 12, 13, 14 e 15 estdo representados o crescimento de
biofilme na presenca dos valores associados. Observa-se a inibigcdo da formag&o de
biofilme na presenca das substancias em estudo quando comparamos com O
crescimento bacteriano livre em meio de cultura.

As concentracdes de OELS/ampicilina (256/128 pg/mL) para a cepa S. aureus,
apresentaram um efeito sinérgico evidente e com potencial para uso em fios de sutura
(Gréfico 10). O mesmo pode ser observado para o antibiotico ciprofloxacino no gréfico
11, quando as concentracfes sinérgicas OELS/ciprofloxacino (128/0,152 pg/mL),

reduziram drasticamente a capacidade de formagé&o de biofilme.

Grafico 10 - Grafico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento

de crescimento de biofilme bacteriano (S. aureus) em presenca de OELS/ampicilina.
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Grafico 11 - Gréfico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento
de crescimento de Dbiofilme bacteriano (S. aureus) em presenca de

OELS/ciprofloxacino.
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** Desvio padrdo +0,01 e £ 0,035
*** Barra laranja representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.

Nas tabelas 6 e 7 estdo dispostos os valores de concentracdo de OELS
associados aos respectivos valores de ampicilina e ciprofloxacino.
Tabela 6 - Concentracfes de OELS/ampicilina pg/mL na placa teste de formacédo de

biofilme frente a cepa E. coli.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OELS 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
pg/mL
AMP 2.048 1.024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1
pg/mL

Tabela 7 - Concentracfes de OELS/ciprofloxacino pg/mL na placa teste de formacgéo

de biofilme pela cepa E. coli.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OELS  4.096 2.048 1.024 512 256 128 64 32 16 8 4 2
ug/mL

CIP 0,2496 0,1248 0,0624 0,0312 0,0156 0,0078 0,0039 0,0020 0,0010 0,0005 0,0002 0,0001
ug/mL
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Para E. coli o crescimento de biofilme na concentragdo dita sinérgica, para
OELS/ampicilina (32/256 pg/mL) praticamente ndo ocorreu. Observa-se uma certa
incapacidade de impedir a formacdo ao atingir a concentracdo OELS/amp (0,5/4
Hg/mL). No caso da mesma cepa crescendo em presenca de OELS/cip a
concentragao sinérgica (128/0,0078 pg/mL) também demonstrou ser capaz de impedir
a formacéo de biofiilme com excelente desempenho, a partir desta concentracdo a

formagao cresceu vertiginosamente.

Gréfico 12 - Gréfico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento

de crescimento de biofilme bacteriano (E. coli) em presenca de OELS/ampicilina.
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Gréfico 13 - Grafico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento
de crescimento de biofilme bacteriano (E. coli) em presenca de OELS/ciprofloxacino.
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* Os valores acima das barras representam as médias de absorbancia.

** Desvio padrdo +0,01 e + 0,035
*** Barra laranja representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.
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P. aeruginosa apresentou concentracdes ditas sinérgicas mais elevadas em
relagéo as outras cepas, demonstrando a patogenicidade desta cepa. As tabelas 8 e
9 mostram os valores das associa¢des no experimento de formagao de biofilme para

esta cepa.

Tabela 8 - Concentracbes de OELS/ampicilina pg/mL na placa teste de formacéo de

biofilme pela cepa P. aeruginosa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OELS 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
pg/mL

AMP 2500 1250 625 312,5 156,25 78,13 39,06 19,53 9,77 4,88 244 1,22
pg/mL

Tabela 9 - Concentra¢cdes de OELS/ciprofloxacino pg/mL na placa teste de formacgéao

de biofilme pela cepa P. aeruginosa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OELS 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
ng/mL

AMP 0500 0,250 0,125 0,062 0,0313 0,0156 0,0078 0,0039 0,0020 0,0010 0,0005 0,0002
ug/mL

Conforme observado no grafico 14, a concentracdo sinérgica OELS/amp
(128/625 pg/mL) demonstrou eficacia no impedimento de formacéo de biofilme. No
caso de OELS/ciprofloxacino, gréfico 15, a concentracao sinérgica (128/0,250 pg/mL)

também demonstrou eficacia, a partir deste marco o crescimento se tornou crescente.
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Gréfico 14 — Gréfico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento
de crescimento de biofilme bacteriano (P. aeruginosa) em presenca de

OELS/ampicilina.
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Grafico 15 - Grafico gerado pelas médias dos valores de absorbancia no experimento
de crescimento de biofilme bacteriano (P. aeruginosa) em presenca de

OELS/ciprofloxacino.
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*** Barra laranja representa o crescimento bacteriano em meio de cultura.
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Nos ultimos anos ndo houve grandes avancos na descoberta de novos agentes
gue combatam o crescimento bacteriano, e uma estratégia amplamente explorada é
0 uso de compostos ndo utilizados clinicamente como antimicrobianos para
potencializar a atividade destes agentes e melhorar sua eficacia. As interacdes
sinérgicas entre OE e seus componentes com agentes antimicrobianos tém
restabelecido a sensibilizacdo bacteriana aos medicamentos utilizados na atualidade
no combate a bactérias ditas resistentes. Ampicilina seria um exemplo, pois, apesar
de seu amplo espectro perdeu sua eficicia frente as principais espécies bacterianas.

A falta de consisténcia nos métodos e critérios de interpretacdo, torna dificil
extrair conclusdes sobre a eficacia de combinacdes sinérgicas estudadas. Os efeitos
frequentemente ndo sdo explorados além da identificacdo preliminar de interacdes
antibacterianas e o mecanismo de acgéo raramente é definido (OWEN; LAIRD, 2018).

Abdulhasan (2017) investigou a atividade antimicrobiana do oleo essencial de
alecrim e dos farmacos gentamicina, sulfametoxazol/trimetoprima e ciprofloxacina,
usados para o tratamento de ITU, bem como determinou as melhores combinacdes
entre o OE e antimicrobianos contra E. coliisoladas de amostras de urina de pacientes
resistentes. As combinacbes entre o Oleo e antimicrobianos ciprofloxacino e
gentamicina demonstraram sinergismo, sendo os valores mais promissores para
ciprofloxacino, com reducdo da CIM cerca de 16 vezes. O antimicrobiano
potencializado teve a concentracdo necessaria para inibir a formacdo de biofilme
reduzida.

A acdo antimicrobiana de compostos presentes em OE contra bactérias
planctonicas e formadoras de biofilme, como Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, constitui-se através dos mecanismos das diferentes moléculas que o compdem.
Carvacrol, cinamaldeido e timol exibem as maiores atividades antimicrobianas in vitro
contra E. coli e S. aureus. A adicao e interacdo desses compostos impede a formacgao
do biofiime de S. aureus eliminando parcialmente os biofilmes pré-formados,
indicando que a mistura de componentes do Oleo essencial age em sinergia
conferindo a atividade antibacteriana (GARCIA-SALINAS et al., 2018).

5.3.4 Determinacao da formacao de biofilme em fio de sutura revestido

Para elaboracéo das solu¢des antimicrobianas utilizadas para o revestimento

dos fios de sutura, foram utilizadas as concentracdes sinérgicas estabelecidas nos
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testes de checkerboard, e que demonstraram eficicia de acordo com os testes de
determinacao de biofilme por CV.

Apbés o periodo de incubacdo dos fios revestidos, junto com as cepas
bacterianas, foi determinado através da absorbancia, o crescimento bacteriano que
se desenvolveu em sua superficie. Em todos os experimentos o fio Vicryl Plus®
contendo triclosano foi utilizado como controle positivo, uma vez que sua acao em
reduzir a adesao bacteriana foi extensamente comprovada.

Os dados obtidos através desta analise podem ser examinados através dos
graficos 16, 17 e 18.

Grafico 16 - Grafico representando o crescimento bacteriano de S. aureus na
superficie de fio de poliglactina revestido com OELS em associacdo com

antimicrobianos.
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** Vicryl Plus® controle positivo.

***S/REVES fio sem revestimento, controle negativo.
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Grafico 17 - Grafico representando o crescimento bacteriano de E. coli na superficie

de fio de poliglactina revestido com OELS em associagdo com antimicrobianos.

Escherichia coli
Ampicilina/OELS - Ciprofloxacino/OELS -
256/ 32 pg/mL g 0,0078/ 128 pg/mL g
0,0050 5 —~
™
b 0,0040 =
T n o n
0 S 8
20,0030 3 8
o o 9
o
c o
<« o
20,0020 S
] 15)
g
0,0010
0,0000
PLUS REVESTIDO S/ REVES PLUS REVEST S/REVES

Fios de Sutura

* Valores acima das barras representam as médias de absorbancias obtidas.
** \icryl Plus® controle positivo.

***S/REVES fio sem revestimento, controle negativo.

Grafico 18 - Grafico representando o crescimento bacteriano de P. aeruginosa na
superficie de fio de poliglactina revestido com OELS em associagdo com

antimicrobianos.
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Os resultados para S. aureus indicaram que o revestimento para o fio, utilizando
OELS/amp (128/256 pg/mL) e OELS/cip (128/0,152 pg/mL), apresentaram eficacia em
relacdo a reducdo do crescimento e adesdo bacteriana ao fio, semelhante ao Vicryl
Plus®, sendo este o Unico representante atualmente no mercado de opcéo para fio de
sutura com revestimento antibacteriano aprovado por autoridades sanitarias.

Para a cepa E. coli, os revestimentos nas concentracées OELS/amp (32/256
pg/mL) e OELS/cip (128/0,0078 ug/mL), obtiveram menor eficacia na reducao do
crescimento microbiano do que o revestimento do Vicryl Plus®, no entanto, 0S novos
revestimentos reduziram a carga microbiana quando comparado ao crescimento
apenas em meio de cultura, demonstrando ser uma alternativa viavel para este fim.
Quanto ao revestimento OELS/cip sua capacidade redutora foi altamente satisfatoria,
mas é necessario ter cautela em relacao ao resultado, necessitando de maiores testes
confirmatorios.

Vicryl Plus® apresentou capacidade de reduzir o crescimento bacteriano
imensamente eficiente em relacdo a cepa P. aeruginosa em comparagdo ao
crescimento bacteriano no fio sem nenhum revestimento. Ambos os revestimentos
(OELS/amp e OELS/cip), apresentaram comportamento semelhante na inibicdo de
crescimento, sendo o revestimento composto por ciprofloxacino mais eficiente, apesar
de apresentar uma concentracdo menor de antimicrobiano do que o revestimento
OELS/amp.

Modelos in vitro de biofilmes cultivados em fios de sutura cirdrgica podem
esclarecer os fatores associados a resisténcia aos antimicrobianos. Ndo ha dados
definitivos sobre a incidéncia de ISC diretamente associada a sutura cirdrgica, mas €
corriqueiro supor que uma proporcdo substancial dos indices de infeccdo, envolva
materiais utilizados neste procedimento (MAHESH et al., 2019; KATHJU et al., 2009).
Micrografias tiradas de suturas que foram incubadas com cepas bacterianas
revelaram a formacéao de biofilmes robustos entre os fios trancados que constituem a
estrutura do fio em sua totalidade (WELLS, et al., 2011).

Os resultados de colonizacdo bacteriana em fio de sutura de poliglactina
demonstrou a formacéo de biofilme em uma superficie sem qualquer contribuicdo de
fatores do hospedeiro, a estrutura trancada € correlacionada a uma maior colonizagéo
bacteriana dificultando a cicatrizagdo em ISCs (EDLICH et al., 2010).

Nas amostras de controle sem o uso das substancias antimicrobianas (controle

negativo) o crescimento ocorreu livremente, ja os tratados com OELS, amp e cip
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reduziram a carga microbiana. A falta de imagens desta colonizacdo impede a
descricao do comportamento do biofilme formado e, apesar das substancias testadas
impedirem uma colonizagdo maior, conforme resultados expostos, é inevitavel
guestionar a capacidade dos agentes antimicrobianos interagirem com seu alvo
bacteriano.

Fios revestidos com substancias antimicrobianas tém sido promissores no
intuito de reduzir a colonizag&o bacteriana, inibindo a formacao de biofilme, reforcando
a importancia dos resultados apresentados. O estudo promovido por Sethi; Karde &
Joshi (2016) avaliou a eficacia antibacteriana e a inibicao de formacao de biofilme oral
em torno de suturas de poliglactina revestidas de clorexidina e triclosan em
comparagao com suturas nao revestidas. Como resultado houve inibigdo substancial
do biofilme em torno das suturas revestidas. Entre as suturas revestidas, as com
clorexidina apresentaram melhores resultados em comparacdo com as revestidas
com triclosan.

Walker et al. (2009) realizou um estudo usando clorexidina como revestimento
antibacteriano em sutura contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Staphylococcus epidermis e Escherichia coli, utilizando Vicryl Plus®como
controle positivo. Verificou-se que a sutura revestida com clorexidina e o Vicryl Plus®
apresentavam zonas de inibicdo estatisticamente equivalentes quando testadas
contra MRSA e S. epidermidis. Para os testes utilizando a cepa E. coli, a sutura
revestida com clorexidina reduziu mais eficientemente a carga microbiana do que o
revestimento do fio Vicryl Plus®

Debbabi et al. (2017) sugeriu um novo processo de recobrimento para fio de
poliamida envolvendo quitosana. O revestimento ndo alterou as propriedades
mecanicas do fio e foi testado contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa,
obtendo efeito antibacteriano propicio.

Seguindo a tendéncia de utilizar compostos naturais como antimicrobianos,
Sudha, Bhaarathi Dhurai e Ponthangam (2017), utilizaram o extrato da planta
Cynodon dactylon incorporado a uma solucdo de quitosana, esse revestimento foi
aplicado em fio de seda. A sutura revestida foi testada em relacdo a sua atividade
antimicrobiana contra S. aureus e E. coli, a reducédo de crescimento bacteriano foi
considerada satisfatéria. Neste estudo a reducgédo bacteriana foi mais pronunciada para
E. coli, sendo um resultado controverso uma vez que esta cepa é Gram-negativa e

normalmente apresentam maior resisténcia. No estudo presente um resultado
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semelhante foi obtido, onde OELS/amp contra E. coli obteve reducdo bacteriana
semelhante aos dois revestimentos contra S. aureus. OELS/cip contra E. coli obteve
a melhor reducdo de crescimento microbiano, o que pode ser atribuido aos
componentes terpenoides do OELS como o timol, carvacrol e linalol que possuem
atividade contra E. coli e S.aureus, bastante significativas, enquanto P. aeruginosa
mostra-se mais resistente a estes compostos (GALLEGOS-FLORES et al., 2019).
Pode-se concluir, que a associacdo do OELS com os antimicrobianos foram
eficientes em reduzir a colonizacdo bacteriana em fibras trancadas de fio de
poliglactina, estas concentragbes também foram eficientes em inibir a formagéo de
biofilme em placa de microtitulagéo de poliestireno, indicando que apesar do fio ser
uma estrutura diferenciada com tramas entrelacadas, houve uma boa penetracao e
fixacdo dos agentes testados, necessitando de mais investigacOes para observar o

comportamento das colénias formadas.
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6. CONCLUSAO

A partir dos estudos para a preparacdo das solugdes antimicrobianas
destinadas para fio de poliglactina, utilizando 6leo de Lippia sidoides Cham. ampicilina
e ciprofloxacino, utlizando a metodologia de checkerboard, foram definidas
concentracBes sinérgicas entre os componentes. As capacidades em reduzir a
formacdo de biofilme destas associacdes foram extremamente satisfatorias,
possibilitando a elaboracdo de solugbes antimicrobianas utilizadas para o
revestimento em fio de sutura de poliglactina, utilizando um &acido graxo e alcool
metanol como componentes da formulagdo. Os fios revestidos com 0leo essencial e
antimicrobianos demonstraram capacidade de reducdo de adeséo bacteriana ao fio
de sutura.

Fios de sutura com revestimento antibacteriano possuem potencial promissor
na prevencdo da colonizacdo de patdégenos em feridas de sitio cirdrgico, sendo
tendéncia entre os pesquisadores desta area. Tendo em vista os resultados
apresentados, pode-se afirmar que o OELS em associacdo com o0s antimicrobianos
ampicilina e ciprofloxacino sdo candidatos a um possivel revestimento para fios de
sutura de poliglactina, uma vez que, atualmente o mercado conta com apenas um
representante desta categoria. Além do que, os resultados apresentados oferecem
uma abordagem alternativa e valiosa para melhorar a eficacia clinica dos farmacos
antimicrobianos em estudo, e simultaneamente, reduzir a selecdo de patdégenos
resistentes.

Mais testes devem ser realizados para confirmacao destas finalidades.
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