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RESUMO

As doencas infecciosas, incluindo aquelas transmitidas por alimentos, causadas
por micro-organismos ainda representam uma grande preocupacdo, especialmente
devido ao surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos atualmente em uso.
Vérias substancias provenientes de plantas exibem atividades inibitérias sobre micro-
organismos, sendo uma estratégia empregada para buscas de novos farmacos que
interfiram nos mecanismos de resisténcia. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
inibitdrio de cinco compostos volateis majoritarios encontrados em 6leos essenciais de
algumas plantas (eugenol, cinamaldeido, terpineol, geraniol e citronelol) sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (padrdes ATCC e isolados clinicos) para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela metodologia da
microdiluicdo (Resazurin Microtiter Assays-REMA). Além disto, foram testadas
combinagOes entre os compostos e drogas antimicrobianas de uso convencional para
verificacdo de sinergismo e a influéncia de concentragdes subinibitorias dos compostos
na producdo de enterotoxinas estafilococdcicas dos tipo A, B, C e D. A fim de ilustrar o
efeito dessas substancias nas células bacterianas de E. coli e MRSA e na formacéo do
septo divisional em X. citri, foram feitas imagens por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) e microscopia de fluorescéncia, respectivamente. O composto que
apresentou melhor atividade antimicrobiana sobre as linhagens bacterianas testadas foi o
cinamaldeido com valores ao redor de 100 — 400 pg/mL. As combinagcbes que
apresentaram melhores efeitos sinérgicos foram aquelas contendo gentamicina.
Terpineol e geraniol inibiram a producdo de enterotoxina B e todos 0s compostos
testados inibiram a producdo de enterotoxina C, enquanto que a producdo das
enterotoxinas A e D ndo foram influenciadas. As imagens obtidas através da
microscopia eletrbnica demonstraram danos na parede celular das bactérias causados
pela acdo dos compostos cinamaldeido e eugenol. Nas imagens obtidas por meio da
microscopia de fluorescéncia, nas bactérias cultivadas com cinamaldeido e carvacrol
ndo ha sinais de septacdo ap6s 1 hora de tratamento. De acordo com os resultados
obtidos, os compostos testados apresentam acdo antimicrobiana, o que os habilita para
potenciais agentes na elaboracdo de farmacos com finalidade de uso na terapéutica de
doencas infecciosas.

Palavras-chave: 0Oleos essenciais, bactérias patogénicas, acdo antimicrobiana,

enterotoxinas, sinergismo.
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ABSTRACT

Infectious diseases caused by microorganisms, including those transmitted by
food, still represent a major concern especially due to the emergence of bacteria
resistant to antibiotics currently in use. Several plant extracts have exhibited activity
against microorganisms, and this is a strategy used to search for new drugs to combat
the mechanisms of resistance. The aim of this study was to evaluate the inhibitory effect
of five majority phenolic compounds found in essential oils (eugenol, cinnamaldehyde,
terpineol, geraniol and citronellol) on Gram-positive and Gram-negative bacteria
(ATCC standards and clinical isolates) to determine the Minimum inhibitory
Concentration (MIC) by Resazurin Microtiter Assays (REMA). Furthermore,
combinations between the compounds and antimicrobial agents were tested by disc
diffusion method (Kirby & Bauer) and time kill assays, and the influence of
subinhibitory concentrations of the compounds in the production of staphylococcal
enterotoxins types A, B, C and D. In order to illustrate the effect of these substances on
bacterial cells of E. coli and MRSA and the formation of divisional septal X. citri,
images were obtained by transmission electron microscopy (TEM) and fluorescence
microscopy, respectively. The compound that showed better antimicrobial activity
against the tested bacterial strains was cinnamaldehyde, with values around 100-400
ug/mL. The combinations that showed better synergistic effects were those containing
gentamicin. Terpineol and geraniol inhibited the production of enterotoxin B and all
compounds tested inhibited the production of enterotoxin C, while the production of
enterotoxins A and D were not influenced. The images obtained by electron microscopy
showed damage in the cell wall of bacteria caused by the action of cinnamaldehyde and
eugenol. X. citri grown with carvacrol and cinnamaldehyde showed no signs of
septation after 1 hour of treatment. According to the results, the tested compounds have
antimicrobial activity, which enables them to potential agents in the preparation of
drugs with the purpose of use in therapy of infectious diseases.

Keywords: essential oils, phenolic compounds, pathogenic bacteria,

antimicrobial action, synergism, enterotoxina.



14

1. INTRODUCAO

Embora a salde publica tenha se beneficiado de forma decisiva com as
experiéncias positivas do uso e desenvolvimento de medicamentos para tratar doencas
infecciosas, KINCH et al. (2014) salientaram que atualmente o nimero de farmacos
antimicrobianos que ainda exercem funcdo esta em processo de reducdo, sendo que a
resisténcia foi responsavel pela perda de 1/3 dos farmacos descobertos desde os anos
1960. (Figura 1). Até o final de 2013, a agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) contabilizava 292 substéncias capazes de combater doencas
infecciosas (Figura 1a). Em 1939 foi aprovado o primeiro composto anti-infeccioso, a
sulfapiridina, e até os anos 1990 o numero de farmacos descobertos anualmente cresceu
de forma constante (Figura 1b). Desde entdo, o nimero de novos farmacos tem caido
vertiginosamente.
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Figura 1. Crescimento e declinio de novas drogas antimicrobianas aprovadas para uso
contra doengas infecciosas pelo FDA (adaptado de Kinch et al., 2014). NME: new
molecular entities.
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As doencas infecciosas sdo causadas por um amplo espectro de diferentes
agentes patogénicos (Figura 1c), e os antibacterianos constituem a maior porcentagem
de substancias contra doencas infecciosas (55,3%), seguido dos antivirais (22,3%),
antifangicos (11,7%), antiparasitarios (7,8%) e inseticidas (2,8%)

Além disto, o uso abusivo e indiscriminado desta classe de medicamentos
causou 0 surgimento dos chamados micro-organismos  multirresistentes
(HEMAISWARYA et al., 2008). As doencas causadas por tais agentes patogénicos
ainda sdo uma ameagca para a saude publica, apesar dos enormes progressos na medicina
humana, onde seu impacto é particularmente acentuado nos paises em desenvolvimento
devido & indisponibilidade relativa dos medicamentos e a emergéncia de resisténcia as
drogas (OKEKE et al., 2005, SOBLOSKY et al., 2015). Inimeros sdo os exemplos de
bactérias resistentes, sendo de grande importancia o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (RODVOLD e MCCONEGHY, 2014). Além disso, como exemplo,
0 MRSA também se mostra resistente as sulfonamidas, uma das mais antigas drogas
utilizadas atualmente para o tratamento de vérias doencgas causadas tanto por bactérias,
como protozoarios e fungos (IBRAHIM et al., 2014).

De acordo com Fortuna et al. (2014), ha necessidade urgente de novos
antimicrobianos, especialmente para fazer frente ao aumento na prevaléncia das doencas
causadas por bactérias Gram-positivas multirresistentes como o MRSA, Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE) e Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina, e
que ocorrem tanto em hospitais quanto na comunidade. As drogas antimicrobianas sdo
substancias capazes de controlar infecgbes bacterianas, interferindo em processos
fisiol6gicos do metabolismo microbiano, tais como a replicacdo do DNA e a sintese da
parede celular. Embora vérios destes compostos sejam utilizados, casos de resisténcia
para a maioria das classes de antibidticos em uso nos hospitais tém sido relatados
(MORAR e WRIGHT, 2010). Os autores salientam ainda que os antimicrobianos
podem deter o crescimento celular (efeito bacteriostatico) ou matar as células
bacterianas (efeito bactericida), dependendo do seu modo de acdo e caracteristicas
bioquimicas e genéticas das espécies dos agentes patogénicos.

O desenvolvimento de resisténcia as drogas antimicrobianas pode ser natural
(intrinseco) ou adquirido (HEMAISWARYA et al.,, 2008). As bactérias podem
manifestar resisténcia a drogas antibacterianas atraves de uma variedade de
mecanismos. Algumas espécies sdo naturalmente resistentes a uma ou mais classes de

agentes antimicrobianos e, nesse caso, todos 0s individuos dessa espécie sdo igualmente
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resistentes a tais farmacos. Como exemplo, bactérias do género Mycoplasma séo
desprovidas de parede celular, sendo, portanto, resistentes a B-lactdmicos. Os autores
mencionaram que varios mecanismos podem contribuir para que uma bactéria se torne
resistente conforme a seguir:

1) A bactéria pode apresentar enzimas que destroem ou modificam o agente
antibacteriano antes que ele possa fazer efeito. Por exemplo, B-lactamases de
Staphylococcus clivam o anel B-lactdmico da maioria das penicilinas, inativando-as.

2) O organismo pode modificar o alvo do agente antimicrobiano. Por exemplo,
mudancas na proteina de ligacdo a penicilina 2b (PBP2b) em pneumococos resultam
em resisténcia a penicilina.

3) As bactérias podem ser capazes de bombear o agente antibacteriano por meio de
proteinas de membrana chamadas bombas de efluxo, as quais expulsam o antibiotico
de seu interior antes que ele possa chegar ao sitio de acédo e exercer efeito.

4) Limitando o acesso de agentes antimicrobianos para dentro da célula bacteriana
por meio da diminui¢do da quantidade de porinas. Por exemplo, alterando uma porina
encontrada na membrana externa (chamada OmpF) de E. coli.

5) O organismo pode desenvolver uma via bioguimica resistente. Por exemplo,
muitos patdgenos desenvolvem resisténcia as sulfas, as quais inibem a producédo de
acido folico (precursores de DNA e RNA) em Bacteria.

A resisténcia pode ser codificada geneticamente pelo micro-organismo apartir de
genes localizados tanto pelo DNA bacteriano quanto por um plasmideo, denominado
plasmideo R. Genes no plasmideo R podem codificar enzimas que modificam e
inativam o antimicrobiano, ou bombas de efluxo que o bombeiam ativamente para fora
da célula bacteriana. Populacdes sensiveis de bactérias podem tornar-se resistentes a
agentes antimicrobianos através de mutacdo e selecdo (denominada evolucao vertical),
ou através da aquisicdo de informacgdes genéticas de outras bactérias que codificam
resisténcia (evolucao horizontal), podendo ocorrer entre linhagens da mesma espécie ou
entre diferentes espécies ou, até mesmo, géneros (MADIGAN et al., 2010).

A resisténcia adquirida pode acontecer por meio de varios mecanismos genéticos,
incluindo transformacéo, conjugacdo ou transducdo. Para cada um desses processos,
transposons podem facilitar a transferéncia e incorporagdo dos genes de resisténcia no
genoma ou plasmideo do novo hospedeiro. Durante a conjugacdo, uma bactéria
transfere o plasmideo contendo genes de resisténcia para uma outra bactéria, geralmente

através de uma estrutura chamada pilus, a qual liga uma célula bacteriana a outra.
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Durante a transducéo, genes de resisténcia sdo transferidos de uma bactéria a outra via
bacteriéfagos. E, finalmente, a transformacao consiste do processo no qual uma bactéria
incorpora fragmentos de DNA liberados por outra bactéria que sofreu lise celular.
Mutacdo e selecdo, juntamente com os mecanismos de troca genética, permitem que
muitas espécies bacterianas se adaptem rapidamente a um novo agente antibacteriano.
Como resultado de trocas genéticas, muitas bactérias tornaram-se resistentes a maltiplas
classes de agentes antibacterianos, e estas bactérias com resisténcia a maultiplos
farmacos (definida como resisténcia a trés ou mais classes de medicamentos
antibacterianos) tornaram-se causa de preocupacao, especialmente em hospitais onde
elas tendem a ocorrer com maior frequéncia (MADIGAN et al., 2010).

Em todos estes casos, cepas de bactérias portadoras de mutacGes que conferem
resisténcia sdo selecionadas por uso de antimicrobianos, os quais eliminam as linhagens
sensiveis, mas permitem que as resistentes sobrevivam e continuem a se reproduzir.

A resisténcia bacteriana consiste em um problema complexo e medidas vém sendo
tomadas objetivando estratégias que incluam tanto a descoberta de novos compostos
antimicrobianos quanto proporcionar a extensdo do tempo de vida daqueles ja em uso.
Dentre algumas destas estratégias destacam-se a reducdo de drogas que sdo prescritas
erroneamente para doencas com etiologias virais além de incentivar orientagdo nas
comunidades para que os pacientes facam uso correto destes farmacos e de acordo com
a prescricdo feita pelos profissionais (MARIA-NETO et al., 2015).

Diante deste contexto, os Oleos essenciais de plantas aromaticas e medicinais
mostram um potencial em operar em sinergismo com as drogas antimicrobianas de uso
convencional, sensibilizando o micro-organismo patogénico e permitindo maior
penetracdo do antimicrobiano (HEMAISWARYA et al., 2008), sendo esta uma possivel
alternativa para tratamentos futuros de doencas infecciosas causadas por bactérias

multirresistentes.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, os compostos testados apresentam acédo
antimicrobiana in vitro, o que os habilita para potencial agente na elaboragéo de
farmacos com finalidade de uso na terapéutica de doencas infecciosas causadas por
bactérias patogénicas. Também foi verificado possivel uso como agentes coadjuvantes
em combinacdo com antimicrobianos convencionais. Outro aspecto importante
que merece destaque em estudos sobre acdo antimicrobiana de produtos de origem
natural é a capacidade inibitéria da producdo de algumas enterotoxinas de S. aureus, o
que resulta na atenuacdo de sua viruléncia. Os dados também mostraram a
habilidade de alguns compostos em inibir a divisdo bacteriana, o que ¢€
potencialmente importante para a inddstria farmacéutica diante do atual contexto
de busca por novos compostos antimicrobianos, além de ser uma excitante e
promissora area, pois muitos outros mecanismos de acdo podem ser investigados

utilizando diversas novas metodologias.
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