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Tempos atrés li numa revista, uma frase da cozinheira Leila Kuczynski. Achei-
a bela. Acrescento a palavra medicar, pois sei que a frase ficar4d mais justa para

esta epigrafe.

Dos afagos que um ser humano
pode fazer ao outro, dar de comer e

medicar sdo 0s mais genuinos.

Leila Youssef Kuczynski
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RESUMO

ARRUDA, T. A. Atividades bioldgicas do 6leo essencial de Mentha x villosa Hudson,
rotundifolona e analogos sobre microrganismos e plasmidios de resisténcia. [Tese-
Doutorado]. Programa de Pés-graduacdo em Sintéticos Bioativos/CCS/LTF, Jo&o
Pessoa (PB): UFPB, Universidade Federal da Paraiba, 138p., 2007.

A resisténcia microbiana € um problema emergente tanto para a medicina humana
como para animais e o meio ambiente. Apesar da sintese de novos agentes
antimicrobianos, linhagens de microrganismos resistentes ou super-resistentes estéo
a cada dia surgindo e impondo a necessidade da pesquisa e o desenvolvimento de
novos farmacos. Neste contexto, estudou-se as atividades bioldgicas do Oleo
essencial de Mentha x villosa Hudson, rotundifolona e analogos (epoxilimoneno
epoxipulegona, epoxicarvona e (+) - pulegona) sobre microrganismos e
transferéncia de plasmidios de resisténcia, frente a S.aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922, P.aeruginosa ATCC 27853, C.albicans ATCC 76643, duas cepas de
S. aureus de origem animal, uma cepa MRSA ambulatorial e dez leveduras de
origem ambulatorial. Como método, foi utilizada a difusdo em placas com meio
sélido. A CIM, a CBM, a CFM e a curva de morte foram realizadas frente aos
microrganismos sensiveis. Um estudo de estrutura-atividade frente aos
microrganismos também foi realizado, bem como uma investigagéo sobre a atividade
curagénica frente a bactérias com perfil plasmidial conhecido. Os resultados
mostraram que todos os produtos apresentaram atividade antimicrobiana para S.
aureus ATCC 25923 e para C. albicans ATCC 76645. Nenhum dos produtos
apresentou atividade antibacteriana para as cepas de E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27853, representantes das bactérias Gram negativas. O 6leo de
M. x villosa Hudson, rotundifolona, epoxilimoneno e (+) - pulegona, apresentaram
atividade antimicrobiana semelhante para as cepas de S. aureus e as leveduras
testadas. Em relacdo & estrutura-atividade antimicrobiana da rotundifolona e
anéalogos, o epoxi-limoneno e (+)-pulegona apresentaram atividade antimicrobiana
similares. Em relagdo a cinética bacteriana, todos os produtos testados inibiram S.
aureus ATCC 25923 em tempos diferentes, sendo considerados bactericidas. No
entanto, na avaliacdo da cinética fungica de C. albicans ATCC 76645, verificou-se
que o 6leo de M. x villosa Hudson, rotundifolona, (+)-pulegona e o epoxi-limoneno
foram os produtos considerados fungicidas. A epoxi-pulegona e a epoxi-carvona se
comportaram como fungistaticos. Verificou-se que os produtos testados néo
apresentaram efeito frente a cepa S. aureus 122U e S. aureus 319U para a marca
de resisténcia a penicilina e a eritromicina. Os produtos, mesmo em concentracdes
reduzidas (1/2 CIM) ainda conseguiram inibir o crescimento visivel das cepas
ensaiadas, ndo obtendo porém o efeito curagénico esperado. Os resultados
estimulam o aprofundamento das pesquisas em microbiologia bem como para outras
atividades bioldgicas dessas substancias.

Palavras-chave: Oleo essencial de Mentha x villosa Hudson, rotundifolona/
analogos, atividade antimicrobiana
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ABSTRACT

ARRUDA, T. A. Atividades bioldgicas do 6leo essencial de Mentha x villosa Hudsin,
rotundifolona e analogos sobre microrganismos e plasmidios de resisténcia. [Tese-
Doutorado]. Programa de Pés-graduacdo em Sintéticos Bioativos/CCS/LTF, Jo&o
Pessoa (PB): UFPB, Universidade Federal da Paraiba, 138p., 2007.

The microbial resistance is an emerging problem for the human medicine as for
animals and the environment. In spite of the synthesis of new antimicrobial agents,
lineages of resistant microrganisms or super-resistant are every day appearing and
imposing the need of the research and the development of new drugs. In this context,
it was studied the biological activities of the essential oil of Mentha x villosa Hudson,
rotundifolone and analogues (epoxilimonene epoxipulegone, epoxicarvone e (+) -
pulegone) on microrganisms and plasmid of resistance transfer, front S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P.aeruginosa ATCC 27853, C.albicans ATCC
76643, two strains of S. aureus of animal origin, one strain MRSA ambulatorial and
ten yeasts of ambulatorial origin. As method, the diffusion was used in plates with
solid medium. MIC, MBC, MFC and the death curve were accomplished front to the
sensitive microrganisms. A study of structure-activity front to the microorganisms was
also accomplished, as well as an investigation about the curagenic activity front to
bacteria with plasmidial profile known. The results showed that all of the products
presented antimicrobial potential with antibacterial activity for S. aureus ATCC 25923
and antifungic activity for C. albicans ATCC 76645. None of the products presented
antibacterial activity for the strains of E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC
27853, representatives of the Gram negatives bacteria. The essential oil of M. x
villosa Hudson, rotundifolone, epoxilimonene and (+) - pulegone, are similar in
function of the antimicrobial activity for the strains of S. aureus and tested yeasts. In
relation to the antimicrobial structure-activity of the rotundifolone and analogues,
epoxilimonene and (+)-pulegone presented antimicrobial activity similar. In relation to
the bacterial kinetics, all of the products inhibited the strain S. aureus ATCC 25923 in
different times, being considered bactericidal. However, for the evaluation of the
fungic kinetics on the strain C. albicans ATCC 76645, it was verified that the oil of M.
x villosa Hudson, rotundifolone, (+)-pulegone and the epoxilimonene, were the
products considered fungicides. The epoxipulegone and the epoxicarvone got to
interfere in the microbial growth and they behaved as fungistatics. It was verified that
the tested products didn't present effect front to the strain of S. aureus 122U and S.
aureus 319U for the resistance mark to the penicillin and the eritromicina. The
products, even in reduced concentrations (1/2 CIM) they still got to inhibit the visible
growth of the rehearsed strains, not obtaining like this the effect curagenic expected.
The results stimulate the researches in microbiology as well as for other biological
activities of those substances.

Key-words: Essential oil of Mentha x villosa Hudson, rotundifolona / analogues,
antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O bem estar da humanidade depende em grande parte da capacidade do
homem em controlar a populagdo dos microrganismos, visando prevenir a
transmissdo de doencas, evitar a decomposi¢céo de alimentos e a contaminagdo da
dgua e do ambiente. Esse controle é possivel pela acdo de agentes fisicos e
quimicos, que possuem propriedades de matar a célula microbiana, ou de impedir a
sua reprodugéo. De um modo geral, 0s microrganismos séo capazes de sobreviver
em ambientes de diversas condi¢des fisicas. Entretanto, existe uma limitacdo da
capacidade de sobrevivéncia de determinado microrganismo, em um meio ambiente
desfavoravel (CDC, 1997; MOULIN, 2003).

Nas ultimas décadas, ocorreram grandes mudancas que atuaram na
relacdo do homem com a natureza: O crescimento demografico de forma
desordenada criou problemas de saneamento bésico e de meio ambiente que
favoreceram a dispersdo dos microrganismos; O desenvolvimento da medicina, que
pode interferir na selecao natural, possibilitando maior sobrevida, porém superlotou
hospitais de pacientes debilitados, invadidos por sondas e cateteres, sob ventilagéo
mecanica e imunossuprimidos; Com o surgimento da AIDS, dos transplantes, da
radioterapia e da quimioterapia, os microrganismos passaram a ser favorecidos,
resultando nas infec¢Bes ditas oportunistas; O uso indiscriminado de antibiéticos,

permitiram o aparecimento de resisténcia microbiana (CDC, 1997; MOULIN, 2003).

A resisténcia microbiana € um problema emergente tanto para a medicina
humana como para animais e o meio ambiente, exigindo uma mudanga na terapia e
revisdo das estratégias dos procedimentos de testes. A velocidade na qual se
desenvolvem os microrganismos esta relacionada a sua exposicdo aos agentes
antimicrobianos. Varios sdo os mecanismos pelos quais os microrganismos podem
escapar dos efeitos dos antimicrobianos, entre eles incluem-se: alteracdo da
estrutura molecular de antimicrobianos ou produgéo de enzimas que inativam o
farmaco (por exemplo B-lactamases ou enzimas produtoras de aminoglicosideos),
alteracdo das proteinas ligantes da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das
células, alvos modificadores da DNA-girase, mutacdes de permeabilidade e

modificagdes ribossémicas (FILE Jr., 2000).



A resisténcia a antimicrobianos pode ser transferida entre bactérias pelos
plasmidios que sdo moléculas extracromossomiais de DNA, transposons que Sao
segmentos moveis de DNA ou pelos mecanismos de insercdo sequencial. Os
plasmidios transferiveis podem possuir genes que apresentam codigo de
transferéncia em relagdo a uma ampla gama de farmacos antimicrobianos. Assim,
para os microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, uma unica transferéncia
pode resultar na aquisicdo de varios determinantes de resisténcia. A resisténcia
mediada por plasmidios, pode ser simples, porém na maioria das vezes é mdltipla,
tornando a bactéria resistente a dois ou mais antimicrobianos. Isto se deve a
presenca de genes de resisténcia para diferentes antimicrobianos, num so6
plasmidio. A pressdo ambiental proveniente do uso excessivo de agentes
antimicrobianos evidentemente contribuiu para disseminar os determinantes de
resisténcia. Praticamente todas as bactérias patogénicas adquiriram genes de

resisténcia aos antimicrobianos (TRABULSI et al., 1999; TENOVER, 2000).

Entre as diversas propriedades mediadas pelos plasmidios estao as
relacionadas com a resisténcia aos antibidticos e aos fatores de viruléncia. Os
plasmidios podem ser “curados” ou removidos da célula, depois de serem
submetidos a diferentes condicdes de stress, como mudangas na temperatura e
presenca de determinados substratos. Uma variedade de compostos tais como
corantes de acridina, brometo de etidio, rifampicina, sal de bis-ambénio e mais
recentemente a tioridazina (uma fenotiazina), assim como antibioticos inibidores da
sub-unidade 3 da DNA-girase, novobiocina e courmermicina tem sido reportada para

eliminar plasmidios (PEREIRA, 2000).

Dentre o0s varios microrganismos frequentemente isolados em
infeccbes humanas que apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos,
destacam-se: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Entretanto, outros organismos considerados emergentes como fungos
levedurifirmes, também tém sua importancia devido a gravidade de seus processos
infecciosos, principalmente, quando atingem paciente imunossuprimidos fisiolégica
ou patologicamente. Entre os fungos leveduriformes, Candida albicans é isolada
com maior frequéncia (SCHAECHETER et al., 2002).

Grande parte da resisténcia que o género Staphylococcus adquire as
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drogas € de natureza extracromossdmica, isto é, determinada por plasmidios



portadores de genes de resisténcia. S. aureus sdo patdégenos amplamente
encontrados na biota humana, podendo causar diversos processos infecciosos e
piogénicos. Além disso, podem produzir enfermidades morbidas distintas por meio
da producéo de toxinas especificas. Em S. aureus, a transferéncia pode ocorrer por
transformacéo, por transdugéo e por processos que envolvam contato fisico celular
como conjugagao ou mediada por fagos. Durante o processo evolutivo o S. aureus
adquiriu resisténcia a diversos antimicrobianos e, ap6s a década de 60 do século
XX, surgiram cepas expressando multiresisténcia sendo denominadas de S. aureus
resistente & meticilina ou MRSA, possuindo resisténcia a todos os B-lactamicos
(REMONATTO et al., 2007).

P. aeruginosa sdo reconhecidos como organismos ubiquos, de
comportamento oportunista, relacionados as varias manifestagfes clinicas no
homem e em animais. No homem, a ocorréncia de P. aeruginosa esta relacionada
principalmente a distarbios entéricos, dermatites pos-queimaduras e osteomielites.
Infecgdes por P. aeruginosa assumem alta gravidade em criangas, pacientes com
neoplasias, e em anos recentes, em individuos acometidos pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Paralelamente, o microrganismo é considerado
como um dos principais agentes na génese de infecgdes hospitalares, apresentando
multi-resisténcia aos antimicrobianos convencionais e mutagdes que determinam
amostras resistentes as drogas derivadas do anel b-lactamico e das quinolonas
(TANAKA et al., 2002).

Do género Escherichia, a E. coli € a mais comumente isolada em
espécimes humanos. Ela faz parte da microbiota intestinal de individuos sadios. No
entanto, certas linhagens podem causar infec¢des intestinais e extraintestinais,
sendo as infec¢des do trato urinério, bacteremia, meningites em neonatos e doencgas
diarréicas, as sindromes clinicas mais comuns causadas pela E. coli. O
desenvolvimento de resisténcia pela E. coli tem colocado em risco a utilizagéo
clinica de alguns antimicrobianos, em especial as quinolonas (SILVA; SILVA, 2005).

As doencgas causadas por fungos leveduriformes, expressam a variedade
de relacdes que ocorrem entre hospedeiro e microbiota autdctone, isto é, do
comensalismo & doencga sistémica fatal. Leveduras do género Candida séo
responsaveis pela colonizagdo, por infeccbes fungicas superficiais em

imunocompetentes e por infec¢des sistémicas em imunodeprimidos. C. albicans é a



mais freqlente, responsavel por 50 a 70% de todas as infec¢des invasivas pelo
género Candida. Na candidemia, a disseminagéo pode ocorrer aos multiplos 6rgaos
resultando na formacéo de microabscessos, lesfes cutdneas embdlicas, abscessos
renais e hepatoesplénicos, endocardite, meningite, artrite, osteomielite e outros.
Com a introdugdo dos antifungicos azolicos, especialmente o fluconazol e
itraconazol, que possuem boa biodisponibilidade via oral e baixa incidéncia de
efeitos adversos, uma nova era no tratamento das infec¢des fungicas se iniciou.
Tem sido observado, com maior frequiiéncia, o isolamento de cepas de leveduras
com suscetibilidade diminuida ou resistentes aos antifingicos. E consenso que a
resisténcia ao farmaco depende da interacdo entre o hospedeiro, o farmaco e o
fungo, porém os fatores do paciente sdo 0s mais importantes para o surgimento da

resisténcia.

Na tentativa de pesquisar novos compostos capazes de debelar o
fendbmeno da resisténcia aos antimicrobianos, atualmente em todo mundo, sao
aproveitados 0s recursos naturais com bons resultados. Sob este aspecto, a flora se
torna o campo para a investigagdo de solugdes criativas e satisfatorias para a
pesquisa de produtos de origem natural. Emergem a todo o momento, trabalhos
cientificos cujo objeto de estudo é o manejo dos agentes microbianos através de
extratos vegetais, produtos naturais isolados e/ou Oleos essenciais (SIMOES;
SPITZER, 2003; SILVA; ALBUQUERQUE, 2005).

A utlizacdo de plantas medicinais € tdo antiga quanto a propria
civilizacdo. Registros dessa pratica sdo encontrados em muitas civilizagdes, sejam
no antigo oriente como nas culturas indigenas das Américas. O emprego de plantas
medicinais refor¢cado pelo conjunto de signos, simbolos e religiosidade, particulares
de cada cultura, expandiram as praticas durante o curso da historia. Isso levou a
uma ampla utilizagdo das plantas por parte da populagdo, com as plantas se
tornando ndo somente matéria prima de utilizacdo direta, mas também ponto de
partida para a producdo de medicamentos padronizados, tendo no isolamento dos
principios ativos e a sintese a partir destes compostos naturais, o crescente estimulo
da industria farmacéutica (DI STASI, 1996, GOTTLIEB et al., 1996; YAMADA, 1998;
VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL; 2005; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

O vegetal possui um mecanismo regulador que o ajuda a desempenhar

suas funcgbes vitais. Por meio desse mecanismo - 0 metabolismo secundario, a



planta consegue elaborar substancias que desempenhardo papéis especificos em
casos de stress, crescimento, reproducdo, repeléncia de organismos invasores,
atracdo de insetos ou passaros necessarios para a polinizacdo e adaptagdo as
mudancas fisicoquimicas do meio externo. Encontram-se também entre as novas
investigacdes, as interagbes que envolvem planta-planta que resultam algumas
vezes na producdo de compostos aleloquimicos. Estes compostos sdo responséveis
pela inibicAo do crescimento de outras espécies vegetais, possivelmente pela
competicdo por melhor territério para crescimento, pela escassez de nutrientes do
solo, da luz ou de agua. Este fendmeno pode ocorrer inclusive, em plantas da
mesma espécie (HARBONE; WILIANS, 1995; MACHADO; PALMA; COSTA, 1995;
DI STASI, 1996; SALLE, 1996; MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Nas ultimas décadas, devido ao desenvolvimento de técnicas analiticas
de isolamento e elucidacdo estrutural, conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos
secundarios isolados de plantas, muitos deles sem qualquer avaliacdo com relagéo
ao seu potencial farmacolégico. Esta vertente na pesquisa de novos compostos
vegetais com agao antimicrobiana, se apresenta como um modelo ecologicamente
correto de produzir substancias que sejam eficazes e menos agressivas ao meio
ambiente e aos homens, contribuindo para uma melhor qualidade de vida, conforme
estabelece a Carta Européia do Ambiente e da Saude, publicada pela OMS em 1989
(DEOUX; DEOUX, 1998).

A utilizag&o de plantas medicinais pela medicina popular, tem sido campo
de pesquisa para a obtencdo de novas substancias com potencial terapéutico que
possibilitem sua utilizacdo futura, como modelo para a sintese de moléculas de
interesse medicinal. A presenca de substancias, nos vegetais, com atividade

biolégica ndo é algo novo, mas a pesquisa acentuou-se a pdés a descoberta da
penicilina (ALVIM et al., 2006; ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2006).

Apesar da sintese de novos agentes antimicrobianos, linhagens de
microrganismos resistentes ou super-resistentes estdo a cada dia surgindo e
impondo a necessidade da pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos. Neste
sentido as pesquisas mais recentes envolvem o screening de extratos vegetais e
Oleos essenciais, para desta forma, conhecer os metabdlitos secundarios com
relevante atividade biolégica (ALVES et al., 2000; YUNES; PEDROSA; CECHINEL-
FILHO, 2001; KNIGHT et al., 2003).



Um estudo de Silveira et al (2006), mostrou que as drogas de ultima
geracdo podem ndo estar disponiveis para tratar as novas linhagens de bactérias
resistentes que estdo surgindo. Novos compostos como o benzoin e a emetina
foram isolados de plantas e podem inibir bactérias por um mecanismo diferente dos
antibidticos existentes. Machado, Palma e Costa (1995) e Roel (2001) citam que
estes ativos podem causar intoxicagdo na parede celular bacteriana, podendo ter

valor no tratamento de microrganismos resistentes.

Dentre os indmeros grupamentos vegetais estudados, destacamos a
familia Lamiaceae, cujo género Mentha abrange cerca de 25 espécies. Este género
tem sido alvo de pesquisas tanto por suas atividades biologicas como pelo teor de
Oleos essenciais encontrados (DINIZ et al., 1998; GRAYSON, 2000; MONTE;
OLIVEIRA; BRAZ-FILHO, 2001; PEREIRA; SIQUEIRA-JUNIOR; TAKAKI, 2004).

As informagdes etnofarmacoboténicas de diversos estudos da medicina
popular atestam a utilizacdo de M. villosa nas afec¢cbes bucais (halitoses, como
analgésico e antinflamatério) (XAVIER et al., 1995), diarréias, cdlicas intestinais,
célicas menstruais (OLIVEIRA; SILVA, 1994; MATOS, 1998) e nos tratamentos das
amebiases, giardiases, tricomoniases e schistosomiases (SILVEIRA; JORDAO,
1992; OLIVEIRA; SILVA, 1994; DINIZ et al.,, 1998; MATOS, 1999; MONTE;
OLIVEIRA; BRAZ-FILHO, 2001; AZEVEDO; SILVA, 2006).

Para o 6leo essencial da M. x villosa Hudson, foi detectado a atividade
antibacteriana em testes com Candida albicans, Trichophyton rubrum e Aspergillus
parasiticus (GUEDES, 2002; SARTORATTO et al, 2004). Foi observado o
envolvimento do componente majoritario do 6leo, a rotundifolona, em mecanismos
antinociceptivos opidides (LIMA et al., 1994a, LIMA et al., 1994b; ALMEIDA,
BARBOSA-FILHO, 1996). Um efeito vaso-relaxante, hipotensor e braquicardico da
rotundifolona foi observado em ratos ndo anestesiados, normotensos e hipertensos
produzidos tanto pelo 6leo essencial como pela rotundifolona (LAHLOU et al., 2000;
GUEDES, 2002; GUEDES et al., 2002; LAHLOU et al., 2002).

Tendo em vista o potencial terapéutico apresentado pelo 6leo essencial da
M. x villosa Hudson, seu constituinte majoritario rotundifolona e seus analogos
sintéticos (epodxi-limoneno, epoéxi-pulegona, epodxi-carvona e (+)-pulegona), séo
objetos desta pesquisa verificar a atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram

positivas, Gram negativas, leveduras, avaliar a interferéncia dos produtos sobre a



curva de crescimento microbiano, verificar a relagao estrutura-atividade dos produtos

e pesquisar aspectos relacionados ao fenbmeno da resisténcia bacteriana.
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2. OBJETIVOS

Geral

Submeter o 6leo essencial da Mentha x villosa Hudson, seu componente

majoritario rotundifolona e seus 04 analogos epoxi-limoneno, epoxi-pulegona, epoxi-

carvona e (+)-pulegona, a analise de atividade antimicrobiana

2.2.

1)

1)

V)

V)
Vi)

Especificos

Realizar um Screening para verificar a atividade antimicrobiana das
substancias.

Avaliar a atividade antimicrobiana através da Concentragdo Inibitéria
Minima - CIM, Concentracdo Bactericida Minima — CBM e
Concentragdo Fungicida Minima — CFM dos produtos ativos.

Avaliar a interferéncia dos produtos sobre a curva de crescimento
microbiano.

Avaliar a estabilidade dos produtos apos 15 dias de preparacdo das
respectivas emulsdes.

Verificar a relagéo estrutura-atividade dos produtos.

Avaliar a influéncia dos produtos sobre a eliminacao de resisténcia a

antibiéticos (cura de plasmidios).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Generalidades sobre microrganismos

O homem s6 esté livre de microrganismos no Utero em condigdes normais
de gestagdo, enquanto as estruturas placentarias permanecem intactas. Quinze dias
apés o0 nascimento ja estd presente na crianca a mesma quantidade de
microrganismos de um adulto. Estima-se que nos seres humanos o numero de
células bacterianas que fazem parte da microbiota normal ultrapasse em 10 vezes o
namero de células do proprio organismo (SANTOS; 2004; SOUZA; REIS; PIMENTA,
2005).

O uso de substancias com poder antibacteriano ja era utilizado ha mais de
2.500 anos quando meédicos chineses utilizavam bolores para tratar inflamagoes e
feridas infeccionadas. O homem, ao utilizar os antimicrobianos para a cura, acelerou
também o processo natural da evolugdo dos microrganismos favorecendo o
surgimento de linhagens que adquiriram resisténcia com o passar dos anos,
causando inclusive um desequilibrio na propria flora interna do organismo. A pessoa
colonizada com microrganismos resistentes pode ser fonte de contaminacdo para
outros pacientes. Sem duvida, € impossivel pensar em Infecgcdo Hospitalar sem
pensar em resisténcia microbiana. Apesar de avangos em ciéncia e tecnologia, a
doenga infecciosa ainda € uma ameaca para a vida humana. A descoberta dos
antibiéticos no inicio do século XX, desencadeou uma revolugdo nos cuidados a
saude: salvaram a vida de milhdes, reduziram complicacdes de enfermidades
infecciosas e permitiram o desenvolvimento de procedimentos cirdrgicos complexos,
considerados muito perigosos, devido ao risco de infecgdo pos-operatorio. Porém, ja
na metade do século XX logo apds a introducdo da penicilina no mercado, 0s
cientistas comegaram a notar o aparecimento de uma linhagem bacteriana resistente
a penicilina, desde entéo o problema da resisténcia microbiana tem sido uma grande
preocupacdo para a saude publica (SANTOS; 2004; SOUZA; REIS; PIMENTA,
2005).

Nas bactérias, verificou-se que a espessura e 0os compostos formadores
da parede celular podem afetar a sua viruléncia. A parede celular bacteriana € uma

estrutura rigida que recobre a membrana citoplasmatica e confere forma as
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bactérias. Ela é constituida por &cido diaminopimérico (DPA), acido muramico e
acido teicdico além de aminoécidos, carboidratos e lipideos. Todos esses compostos
estdo reunidos para formar substéncias poliméricas complexas que por sua vez
estruturam a parede celular. Uma macromolécula complexa denominada
peptideoglicano (mucopeptideo ou mureina) forma a estrutura rigida da parede.
Além disso, a parede celular protege a célula, mantém a pressdo osmotica
intrabacteriana, impedindo o rompimento da célula devido a entrada de agua, e
funciona como suporte de antigenos somaticos bacterianos. A divisdo das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com sua resposta a coloragdo de Gram
é decorrente das diferengas na composi¢céo e estrutura da parede celular (SANTOS,
2004; SOUZA,; REIS; PIMENTA, 2005).

As bactérias Gram-positivas possuem uma quantidade maior de
peptideoglicano em sua parede celular, o que torna a parede dessas bactérias mais
espessa e rigida do que a das bactérias Gram-negativas. Composta de proteinas,
lipideos, peptideoglicano e &cidos teicdicos (cadeias de polifosfato com residuos de
ribitol e glicerol), essas bactérias sdo sensiveis a lisozima e sua parede constitui o
local de acdo de alguns antibidticos além de apresentar elementos basicos para
identificacao soroldgica (SANTOS, 2004; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).

A parede celular das bactérias Gram-negativas € menos espessa e elas
sdo mais complexas do que as Gram positivas por apresentarem uma membrana
externa cobrindo a fina camada de peptideoglicano. A membrana externa € o que
distingue as bactérias Gram negativas, servindo como uma barreira seletiva para a
entrada e saida de algumas substancias da célula e podendo ainda causar efeitos
toxicos sérios em animais infectados. A estrutura da membrana externa é composta
por fosfolipidios, lipoproteinas e lipopolissacarideos (LPSs). Os lipopolissacarideos
estdo localizados exclusivamente na camada externa da membrana, enquanto que
os fosfolipideos estdo presentes quase completamente na camada interna. Os LPSs
sdo compostos por trés segmentos ligados covalentemente: (1) lipideo A,
firmemente embebido na membrana; (2) cerne do polisssacarideo, localizado na
superficie da membrana; e (3) antigenos O, que sdo polissacarideos que se
estendem como pélos a partir da superficie da membrana em direcdo ao meio
circundante. A porc¢éo lipidica do LPSs é também conhecida como endotoxina e

pode atuar como um veneno, causando febre, diarréia, destruicdo das células
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vermelhas do sangue e um choque potencialmente fatal (SANTOS, 2004; SOUZA;
REIS; PIMENTA, 2005).

Quanto aos fungos, incluidos no reino Fungi, sdo encontrados em
vegetais, em animais, no homem, em detritos e em abundancia no solo, participando
ativamente do ciclo dos elementos. Sua dispersdo na natureza é feita por varias
vias, principalmente pelo ar atmosférico, através dos ventos (FURLETTI, 2006;
LOGUERCIO-LEITE et al, 2006).

Todas as células fungicas sao eucarioticas, isto €, possuem nucleo com
membrana nuclear. Os fatores de viruléncia tém sido pouco estudados. Como
possiveis fatores citam-se a variabilidade fenotipica, aderéncia nos tecidos dos
hospedeiros, producao de toxinas e enzimas, a exemplo das proteinases, lipases e
fosfolipases. Estas enzimas hidroliticas extracelulares s&o importantes na
patogenicidade dos fungos, causando danos as células do hospedeiro. A proteinase
acida de Candida albicans tem sido investigada como fator de viruléncia, assim
como a fosfolipase. Entretanto, pouco se conhece sobre enzimas como condroitin-
sulfatase e hialuronidase nas demais espécies do género Candida e em outros
fungos patogénicos (FURLETTI, 2006; LOGUERCIO-LEITE et al, 2006).

3.2. Patogénese microbiana

Os microrganismos estdo em todos os lugares: no solo, na 4gua doce e na
agua do mar, no fundo do oceano e no ar. Diariamente, comemos, bebemos e
respiramos esses microrganismos. Nao obstante, apesar de sua aparente presenca,
raramente 0S microrganismos invadem, multiplicam-se e produzem infeccdo em
seres humanos. E mesmo quando eles o fazem, a infeccdo é algumas vezes tédo
discreta que ndo produz sintomas. Na realidade, uma quantidade relativamente
pequena de microrganismos € capaz de causar doenca. Muitos deles vivem
normalmente na pele, na boca, nas vias respiratérias, no intestino e nos 6rgaos
genitais (particularmente na vagina). O fato de o microrganismo permanecer como
um companheiro inofensivo em seu hospedeiro humano ou invadi-lo e causar
doenca depende de sua natureza e das defesas do corpo humano (SORIANO et al.,

2006).

A compreenséo das interagdes entre um hospedeiro e um microrganismo

€ essencial para a prevencao e controle eficaz da maioria dos processos infecciosos
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em humanos. Em 2003, Casadevall e Pirofski propuseram o termo “damage-
response” que seria a resposta ao dano para desenvolver a patogénese microbiana,
que se baseia em a) a patogenia microbiana é o resultado da interagdo entre
hospedeiro-microrganismo, b) o resultado patolégico no hospedeiro, devido a
interagdo hospedeiro-microrganismo se determina pela quantidade do dano
produzida no hospedeiro e c) o dano no hospedeiro resulta de fatores microbianos e
da resposta imune do hospedeiro (CASADEVALL; PIROFSKI, 2003a;

CASADEVALL; PIROFSKI, 2003b; SORIANO et al., 2006).

A invaséo pela maioria dos microrganismos comecga quando eles aderem
a células do individuo. A aderéncia € um processo muito especifico, envolvendo
conexdes do tipo “chave—fechadura” entre a célula humana e o microrganismo. A
permanéncia do microrganismo proximo do local de invasdo ou a sua disseminagao
a locais distantes depende de fatores como, por exemplo, a produgdo de toxinas,
enzimas ou outras substancias. Alguns microrganismos que invadem o corpo
produzem toxinas, que sdo venenos que afetam células proximas ou distantes
(CASADEVALL,; PIROFSKI, 2003b; SORIANO et al., 2006).

A maioria das toxinas contém componentes que se ligam especificamente
a moléculas presentes em determinadas células-alvo, onde causam doenca. As
infeccdes nas quais as toxinas tém um papel central incluem o tétano, a sindrome do
choque toéxico e colera. Algumas doencas infecciosas sdo causadas por toxinas
produzidas pelos microrganismos fora do corpo como, por exemplo, a intoxicagédo

alimentar causada por Staphylococcus spp. (SORIANO et al., 2006).

3.2.1. Género Staphylococcus

Os Staphylococcus séo cocos Gram-positivos que tendem a formar
grupamentos semelhantes a cachos de uva. S&o amplamente distribuidos na
natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosa de mamiferos e
aves. Atualmente, o género Staphylococcus é formado por cerca de 27 espécies,
sendo algumas frequentemente associadas a uma ampla variedade de infec¢des de
caréater oportunista, em seres humanos e animais. S&o divididos em duas categorias:
coagulase positivos e coagulase negativos. Essa classificacdo é baseada na
capacidade de coagular o plasma. Esta propriedade € um importante marcador de
patogenicidade (MARTINS, 1999; MACHADO et al., 2001).
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As principais espécies de Staphylococcus encontradas em seres
humanos sédo S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus. O S. epidermidis é
encontrado primariamente na pele, possuindo um baixo potencial patogénico, assim
como S. saprophyticus, que faz parte da microbiota normal da regido periuretral do
homem e da mulher e da pele (MARTINS, 1999; BREMER et al., 2004).

3.2.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um patégeno em potencial e pode ser
encontrado na regido da nasofaringe e também nas fossas nasais ou associado a
diversas partes do corpo humano e no meio ambiente, incluindo poeira, 4gua, ar,
fezes, roupas ou utensilios domésticos (BERETTA, 2004; BREMER et al., 2004).
Muitas pessoas saudaveis possuem esta bactéria como parte da populacdo normal
dos microrganismos associados a microbiota nasal, garganta, regido perianal e pele.
A taxa de portadores séos varia em diferentes populacdes, variando de 25 a 30% na
populacao saudavel (MARTINS et al., 2002; SANTOS; DARINE, 2002; BREMER et
al., 2004, GRUNDMANN et al., 2006).

S. aureus é uma bactéria pertencente a familia Micrococcaceae (Figura
1), medindo cerca de 0,5 a 1,0 um de didmetro, apresentando suas caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais como cocos Gram positivos e agrupados em tétadres ou
cachos de uva. Sdo anaerdbios facultativos, ndo possuem motilidade, nao formam
esporos e incluem-se entre os cocos de catalase positiva (MARTINS, 1999;
BERETTA, 2004).

Figura 1: Micromorfologia de Staphylococcus aureus Fonte:
http://education.denniskunkel.com/catalog/product_info.php?products

id=1404
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O diagnéstico laboratorial dos S. aureus é realizado através de
bacterioscopia e da analise das caracteristicas culturais das colénias e da hemolise
em meio de cultura como o agar-sangue. Varios meios seletivos-indicadores, entre
0s quais se inclui o 4gar manitol-salgado, podem ser empregados com a finalidade
de isolamento. Para diferencia-los das outras espécies, € necessario o teste de
producéo de coagulase (BERETTA, 2004).

O agente mais comum em infec¢cdes piogénicas é S. aureus. Estas
infecgcbes podem se localizar na pele ou em regides mais profundas. Quando na
pele recebem denominagdes como foliculite, furunculose e impetigo, de acordo com
a localizagdo e caracteristicas da regido afetada. Em individuos debilitados por
doencas cronicas, traumas fisicos, queimaduras ou imunossupressao, esses
microrganismos podem causar infecgbes de carater mais grave. Entre as infec¢fes
profundas destacam-se a osteomielite, a bacteremia, a endocardite, a pneumonia e,
ocasionalmente, a meningite e a artrite bacteriana (MARTINS, 1999; FREITAS et al.,
2003; SANTOS et al., 2003).

Além dessas infecgbes, S. aureus pode causar varios tipos de
intoxicagdes, seja na vigéncia de um processo infeccioso ou ndo. A primeira
possibilidade pode ser exemplificada pela sindrome da pele escaldada ou doenca de
Ritter e é caracterizada pelo deslocamento de extensas areas de epiderme, sendo
determinado por uma toxina denominada esfoliatina que € produzida na area da
infeccdo e levada para éreas distantes pela corrente sanguinea. As intoxicacdes que
ocorrem na auséncia dos processos infecciosos sdo de dois tipos: intoxicagao
alimentar e sindrome do choque téxico. A primeira € provocada pela ingestdo de
toxinas previamente formadas no alimento contaminado pelo S. aureus. Estas
toxinas chamadas enterotoxinas, se comportam como antigenos e sé&o
termoestaveis e dessa forma, a intoxicagdo pode ser veiculada por alimentos
cozidos. A sindrome do choque téxico é atribuida a toxina TSST-1. Nela o paciente é
geralmente mulher no periodo menstrual, sem sinais de infec¢@o estafilococica. A
doenga também tem sido registrada em pacientes com infec¢des de pele, 0ossos e
pulmdes. O quadro clinico apresenta febre alta, eritema com descamagéo na pele,
insuficiéncia renal e outras manifestagcdes (MARTINS, 1999; GRUNDMANN et al.,
2006).
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As técnicas fenotipicas e moleculares desenvolvidas na atualidade séo
importantes para estudar a epidemiologia das infec¢des estafilocécicas. Dessa
forma conduzindo a melhor terapéutica para cada caso (FISHBAN et al, 2003;
McDOUGAL et al., 2003; BERETTA, 2004).

A patogénese de S. aureus ocorre devido a fatores de viruléncia como
toxinas, enzimas e outras proteinas associadas a parede celular mediadas por
genes plasmidiais ou cromossomiais que combinados, conduzem a doenca

(MARTINS, 1999).

S. aureus apresenta alguns componentes de superficie da parede celular
como a proteina A, que atua localmente na resisténcia a fagocitose assim como
também produzem vérias substancias extracelulares, que contribuem para sua
viruléncia. Entre as substancias extracelulares as adesinas que participam na
patogénese das infecgbes causadas por esse microrganismo. As adesinas tém sido
bastante estudadas no que diz respeito ao mecanismo de sua ades&o as células do
organismo, tornando o S. aureus mais adaptavel ao ambiente (AIRES et al, 2003;
LOWY, 2003 ; BERETTA, 2004; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).

Embora o Staphylococcus aureus possa ser suscetivel & acdo de vérias
drogas ativas contra bactérias Gram-positivas tais como penicilinas, cefalosporinas,
eritromicina, aminoglicosidios, tetraciclina e clorafenicol, é também conhecido pela
sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia a diversas delas. Portanto, a
antibioticoterapia adequada das infeccdes por S. aureus deve ser precedida da
escolha da droga com base nos resultados de testes de suscetibilidade. A penicilina
€ a droga de escolha se a linhagem for sensivel. O emprego de meticilina e outras
penicilinas semi-sintéticas (tais como a oxacilina, nafcilina e cloxacilina), resistentes
a acdo das peniciliniases, iniciada em 1959, representou uma etapa significativa na
terapéutica. Porém a resisténcia a esses antibioticos foi detectada dois anos apos o
inicio da sua utilizacdo. Percebe-se em alguns casos uma boa atuacdo da
vancomicina e da teicoplanina (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).
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3.2.1.2. Staphylococcus aureus Resistente a Metacilina - MRSA

Ap6s a descoberta da penicilina em 1928, Fleming foi também o
primeiro a observar a resisténcia natural de microrganismos aos antibidticos,
descrevendo que bactérias do grupo coli-tiféide ndo eram inibidas pela penicilina. Na
década de 40 do séc. XX, a maioria dos S. aureus era sensivel a penicilina. No fim
dos anos 50 do mesmo século, a espécie tinha adquirido resisténcia a praticamente
todos os antibidticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a tetraciclina. A
introducdo das penicilinas resistentes a penicilinases, na década de 60, possibilitou
um avan¢co na terapéutica antiestafilococica. Com o uso das penicilinas semi-
sintéticas, como a meticilina empregada no tratamento de infecgdes estafilocécicas,
surgiram cepas resistentes a meticilina denominadas Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus — MRSA (Figura 2), cujo padréo de resisténcia se estende a
outros antibidticos beta-lactamicos (FREITAS et al., 2003; SOUZA et al., 2005;
GRUNDMANN et al., 2006).

Copyright @ 2004 Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

Figura 2: Micromorfologia de Staphylococcus aureus

MRSA
Fonte:http://education.denniskunkel.com/catalog/product_info.php?p

roducts id=512

No inicio dos anos 1980, uma nova espécie de MRSA resistente a
gentamicina foi encontrada em diversos paises incluindo Estados Unidos, Irlanda e

Reino Unido. Na Australia, essa cepa foi encontrada em ambiente hospitalar, sendo
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disseminada por profissionais de saude. Durante os anos 90, s6 as cepas UK
MRSA-3, UK MRSA-15 e UK MRSA-16 eram ainda encontradas e pesquisadas.
Dessas, as linhagens MRSA-15 e UK MRSA-16 eram a que apresentavam O
comportamento mais dinamico. Ao mesmo tempo, seis linhagens epidémicas foram
identificadas na Europa Central e meses depois, encontradas em todos o0s
continentes. Dai a importdncia destes microrganismos em investigacbes de
resisténcia bacteriana (COOPER et al.,, 2004; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005;
GRUNDMANN et al., 2006).

Para o tratamento, a droga de escolha é a gentamicina. Novos
compostos, tais como a quinupristina — dalfopristina e linezolida tém sido utilizados,
sendo que a linezolida é viavel na forma de administracdo oral (PEREIRA, 2000;
RIVERON et al, 2003; WICKENS & WADE, 2005; GRUNDMANN et al, 2006).

3.2.2. Género Escherichia

O género Escherichia compreende as espécies E. coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii e E. vulneris. Entretanto, a Unica espécie de maior
importancia pratica € a E. coli (CAMPOS & TRABULSI, 1999).

3.2.2.1. Escherichiacoli

A E. coli (Figura 3) é uma bactéria comensal, anaerdbia facultativa,
encontrada em maior quantidade no intestino grosso (cerca de 10*? bactérias). Este
microrganismo coloniza o trato gastrointestinal de recém-nascidos com algumas
horas de vida, trazendo para a relagdo homem-microrganismo, beneficios mutuos
(NATARO; KAPER, 1998; SILVA; SILVA, 2005).

Esta espécie compreende um grande numero de grupos e tipos
sorologicos, identificados por meio de anti-soros preparados contra as trés
variedades de antigeno que ocorrem na espécie (O, K e H). Nem todas as amostras
de E. coli provenientes do intestino humano ou de qualquer outro local do
organismo, apresentam o0s trés tipos de antigenos ao mesmo tempo. O estudo
sorolégico de amostras de E. coli, utilizando-se todos os soros anti-O, anti-K e anti-

H, somente é utilizado quando se procura conhecer a associa¢cdo de sorogrupos e
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sorotipos com determinadas patologias ou com outras condicdes ecolédgicas
(CAMPOS & TRABULSI, 1999).
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Figura 3: Micromorfologia de Escheria coli a) sem fimbrias; b) com fimbrias
Fontes:http://education.denniskunkel.com/catalog/product_info.php?products _id=125
http://education.denniskunkel.com/catalog/product_info.php?products_id=9120

a)

Hoje sdo conhecidas variantes de E. coli que adquiriram viruléncia: E. coli
enterotoxicogénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
patogénica extraintestinal (EXPEC). A EPEC é importante causadora de diarréia
infantil nos paises em desenvolvimento e mesmo nos paises desenvolvidos continua
a ser um problema de salde publica. Diarréias causadas por EPEC em geral sédo
mais severas do que as causadas por outros patégenos, com prevaléncia de Obito
superior a 30% e podem estar associadas a deficiéncias nutricionais (NATARO;
KAPER, 1998; BALLESTER et al., 2002; SILVA; SILVA, 2005).

A EXPEC causa infecgOes extra-intestinais por ser encontrada em
qualquer 6rgéao ou tecido do corpo humano, além dos intestinos. Sendo originéria da
microbiota intestinal, a E. coli coloniza a mucosa genital e também pode penetrar no
sistema urinario. Uma vez nesse sitio, ela adere e coloniza a mucosa urogenital por
meio de fimbrias e adesinas. Essa aderéncia faz com que a bactéria seja capaz de
resistir a eliminacdo pelo fluxo urinario e, assim, colonizar a mucosa urogenital
causando uma bacteritiria significativa, geralmente 210° bactérias/mL. A infeccéo
urinaria geralmente se da por via ascendente, ou seja, a E. coli presente nas fezes
coloniza a uretra e a bexiga, causando respectivamente uretrite e cistite. Embora a
maioria das infec¢Bes urinarias seja de natureza aguda e de curta duracdo, elas
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contribuem para uma taxa significante de morbidade na populagdo (CAMPOS &
TRABULSI, 1999; CAMARGO, et al, 2002; ESMERINO, GONCALVES &
SCHELESKY, 2003; STEIN et al, 2004; MENEZES et al, 2005).

Outra infecgdo atribuida & EXPEC é a meningite do recém-nascido, sendo
uma das principais causas. As amostras associadas a esta infecgdo geralmente
transportam o antigeno K1 (80% das vezes), embora possam pertencer a diferentes
sorogrupos O. A idade do neonato também pode sugerir a forma de aquisicdo e o
agente etioldgico da meningite. Na primeira semana de vida e particularmente nos
primeiros dois dias, considera-se fortemente a possibilidade de doenca de
transmissao vertical causada por E. coli (CAMPOS; TRABULSI, 1999; HAUSSEN et
al., 2005).

O antimicrobiano a ser utilizado no tratamento deve ser selecionado
tendo-se por base ndo apenas a sensibilidade do agente etiol6gico, mas, também a
concentracdo que atinge no local da infeccdo. As opgOes terapéuticas para o
tratamento das infeccbes por E. coli sdo a aminopenicilina, cefalosporinas,
quinolonas, estreptomicina e/ou cotrimazole. A escolha do antibiético € feita por
testes in vitro de susceptibilidade (CAMPOS; TRABULSI, 1999; HAUSSEN et al.,
2005).

3.2.3. Género Pseudomonas

O género Pseudomonas compreende mais de 100 espécies de bacilos
Gram-negativos, normalmente diferenciados por meio de provas bioquimicas, testes
de sensibilidade a antibitticos, formacdo de pigmentos, nimero e localizagdo dos
flagelos. As espécies relacionadas ao homem séo em torno de 25, a maioria sendo
raramente encontrada. Na clinica, 90% do material isolado correspondem a P.
aeruginosa, P. malthophilia e P. cepacia. A P. aeruginosa é a mais freqiente, sendo
encontrada em 70% das infec¢gbes (TOLEDO & TRABULSI, 1999).

3.2.3.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um bacilo Gram-negativo ndo-fermentador, medindo 0,5
um de largura por 1,5 um de comprimento, possui um flagelo polar, méveis, ndo

apresenta esporos (Figura 4). S&do bactérias que sobrevivem nos mais variados
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ambientes, podendo ser encontrada na agua, no solo, nos alimentos, em plantas e
colonizando a pele e o intestino de humanos e animais. Clinicamente, tém sido
isoladas de feridas, queimaduras e infeccbes do trato urinario e € prevalente em
infecgdes hospitalares do mundo inteiro (HOLLANDA, 2002; ALVAREZ et al., 2005).

Figura 4: a) Micromorfologia de P. aeruginosa b) P. aeruginosa realizando

conjugacao através de pilus sexuais.
Fontes: http://www.arvanitakis.com/en/bio/images/Gallery/pseudomonasl.jpg
http://www.biotox.cz/toxikon/bakterie/bakterie/obr/pseudomonas_aeruginosa_1.htm

P. aeruginosa caracteriza-se por sua incapacidade de fermentar os
acucares, embora utilize a glicose por via oxidativa. Seu requerimento nutricional €
minimo e adapta-se a uma variedade de condi¢des fisicas. A bactéria produz
diversos pigmentos como a piocianina (azul), pioverdina (amarelo-esverdeado),
piorrubina (vermelho) e piomelanina (marrom até preto). Estes pigmentos também

podem caracterizar a viruléncia da cepa (ALVAREZ et al, 2005).

E considerada uma bactéria oportunista, sendo de alto risco para
pacientes debilitados, imunodeprimidos ou em unidades de terapia intensiva. Um
estudo de vigilancia antimicrobiana (SENTRY — Antimicrobial Surveillance Program)
realizado entre 1997 e 1999, constatou que a prevaléncia de infeccdo por P.
aeruginosa foi maior na América Latina e Asia do que na Europa, Estados Unidos e
Canada (GALES et al., 2001). As razdes para este fato podem estar relacionadas a
falhas nas praticas do controle de infec¢do hospitalar (MARTINS, 2005). Um dos
maiores problemas dessas infec¢des tem sido a efetividade da terapia, visto que a
P. aeruginosa pode expressar diversos mecanismos de resisténcia. Muitos dos



24

mecanismos estdo relacionados a exposicdo frequente deste microrganismo aos
antimicrobianos, o que é comum no ambiente hospitalar, promovendo a emergéncia

e a disseminacao de resisténcia (PAVIANI et al., 2004).

Trata-se de uma bactéria bastante incomum como causa de infec¢des
adquiridas na comunidade, com notavel excecdo de osteomielite de pé e otite
externa invasiva. Pacientes com AIDS tém sido identificados, nos Ultimos anos,
como um novo grupo de pacientes de risco para infeccdes adquiridas na
comunidade por P. aeruginosa Além dos fatores de viruléncia, lipossacarideos,
exotoxina A, leucocidina, proteases, fosfolipase e varias outras enzimas, a P.
aeruginosa produz substancias que facilitam a colonizagdo e infeccdo do
hospedeiro, tornando-a a bactéria de maior significado clinico entre os bacilos Gram-
negativos nado-fermentadores (MARTINS, 2005).

As opcgdes terapéuticas para tratamento das infecgdes por P. aeruginosa
incluem aminoglicosideos, fluorquinolonas, penicilinas de amplo espectro,
monobactamicos, cefalosporinas de terceira e quarta geragdo e carbapanémicos.
Entretanto, um dos grandes problemas no tratamento destas infec¢fes, estd no que
diz respeito ao alto nivel de resisténcia desta bactéria aos antibidticos (HOLLANDA,
2002; ALVAREZ et al., 2005; MARTINS, 2005).

3.2.4. Fungos leveduriformes

Os fungos, o0s vegetais e 0s animais divergiram de um ancestral comum
h& cerca de 01 bilh&do de anos. No entanto, quando comparamos plantas e animais,
grupo de individuos dipléides e de crescimento limitado, aos fungos constata-se o
contrario, que estes sdo em sua maioria, haploides e capazes de crescimento
ilimitado. O reino Fungi estd delimitado com base em certas caracteristicas
peculiares, que incluem aspectos morfolégicos e fisiologicos. Constata-se que a fase
vegetativa se apresenta como duas unidades morfolégicas bésicas, a leveduriforme
e a hifal. As células Unicas, delimitadas e pequenas, sdo denominadas
leveduriformes. Ao contrério das hifas que sé@o células extremamente polarizadas na
forma de tubos que se estendem, continuamente, em suas extremidades
(SELITRENNIKOFF, 2001; CARRILLO-MUNOZ, et al, 2006; LOGUERCIO-LEITE et
al., 2006).
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As leveduras sdo fungos oportunistas responsaveis pela maior parte das
infeccdes fungicas nos seres humanos. Durante as Ultimas décadas, a incidéncia de
infecgcbes causadas por leveduras em humanos sofreu um grande aumento,
especialmente em doentes com o sistema imunitario comprometido. Os fatores de
risco que predispdem os doentes a este tipo de infecgdes incluem o uso de
antibioticos de largo espectro, tratamentos de quimioterapia de duragéo prolongada,
imunossupressao, procedimentos cirdrgicos resultantes de tratamentos hospitalares
intensivos e prolongados, hemodidlise e dialise interperitonial em pacientes
imunocomprometidos. As infeccdes por leveduras ainda podem estar associadas a
utilizagdo de dispositivos médicos como implantes, cateteres vasculares, proteses
dentérias, lentes de contato, entre outros (MARTIN, 1999; WEISSMAN et al., 2000;
CARDOSO, 2004).

As leveduras sdo organismos eucariéticos unicelulares e a sua membrana
plasmatica é semelhante & dos outros organismos. E uma estrutura dinamica cujas
substancias constituintes estdo em constante alteragdo. E quimicamente constituida
na sua maioria por lipidios e proteinas, sendo que a maior classe de lipidios
presentes sdo os esterdis. O esterol predominante é o ergosterol, analogo do
colesterol das células dos mamiferos. Esta molécula contribui para diversas funcdes
celulares, sendo importante para a integridade e fluidez da membrana, permitindo
gue muitas das enzimas da membrana possam exercer corretamente sua fungao,
incluindo a sintese de quitina, muito importante para a divisdo e crescimento celular

(CARDOSO, 2004).

J& a parede celular das leveduras exerce um papel fundamental para a
patogenicidade celular. Age como uma barreira de permeabilidade e é a sua
estrutura que mantém a forma de levedura e desempenha um papel mediador nas
interagdes que se estabelecem entre microrganismo e o ambiente que o rodeia. Os
dois principais aspectos dessa interagdo sdo a sua capacidade de adesdo as
células, tecidos e dispositivos médicos implantados no hospedeiro e a
imunomodulacdo da resposta imune do hospedeiro. A adesdo das células do

hospedeiro € um pré-requisito para a colonizagdo e um passo para a infec¢do
(BORIOLLO et al, 2005).
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3.2.4.1. Geénero Candida

O género Candida pertence a divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycota,
Classe Blastomycetes e & Familia Cryptococcaceae, apresentando
predominantemente desenvolvimento unicelular e geralmente reproduzindo-se por
brotamento unilateral. No entanto, espécies de Candida podem desenvolver
estrutura micelial em resposta a diferentes fatores ambientais e apresentar hifas
verdadeiras ou pseudo-hifas. Este género possui mais de 200 espécies. Algumas
espécies fazem parte da microbiota normal da pele, da cavidade bucal e do trato
gastrintestinal, além de secre¢fes bronquicas e do trato geniturinario, vivendo como
organismos comensais. Entretanto, comportam-se como patdégenos oportunistas,
produzindo infeccbes que vao desde lesbes de mucosas superficiais até
disseminacdes sistémicas graves e invasivas. Os quadros clinicos mais reportados
relacionados a candidiase sdo a do tipo cutdneo-mucosa, sistémicalvisceral e
alérgica. As espécies de Candida, principalmente C. albicans, sdo as principais
responsaveis pelas infec¢cbes fungicas, sendo C. albicans o patégeno de maior
incidéncia (ODDS, 1989; ODDS, 1990; MOREIRA, 2003; SUDBERY, 2004;
VUCKOVIC et al., 2004; BORIOLLO et al., 2005; LIMA et al., 2006; LOGUERCIO-
LEITE et al., 2006; FURLETTI, 2006).

3.2.4.1.1. Candida albicans

Cada vez mais se estudam os fatores de viruléncia dos fungos e no caso
de C. albicans, pode-se destacar: dimorfismo (variagdo de antigenos da parede),
adesinas, producéo de enzimas (proteinases e fosfolipases) e switching (variacdes
fenotipicas), atividade extracelular lipolitica ou proteolitica e toxinas. Os fatores de
viruléncia expressados por C. albicans podem causar infeccbes de diversas
maneiras, dependendo do tipo de infecgdo e da natureza da resposta do hospedeiro
(ODDS, 1994; GOMPERTZ et al.,, 1999a; GOMPERTZ et al., 1999b; HUBE;
NAGLIK, 2001; BORIOLLO et al., 2005; MARDEGAN et al., 2006).
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Figura 5: Micromorfologia de Candida albicans
apresentando células leveduriformes com brotamento.

Fonte:http://education.denniskunkel.com/catalog/product_info.php?pr
oducts id=1191

Para colonizar, infectar e evadir-se das defesas do hospedeiro,
aumentando assim sua viruléncia, C. albicans inclui uma variedade de enzimas,
cujos principais representantes sdo as Proteinases Aspartil Secretadas (SAPs) e as
fosfolipases. As SAPs séo codificadas e reguladas por genes (SAP1 — SAP10). A
existéncia destes genes e sua ativacao temporal durante os diferentes estagios da
infecgdo, promovem uma maior adaptacdo de C. albicans ao meio ambiente e ao
hospedeiro. Por exemplo, as SAPs podem contribuir para a adeséo e invasao nos
tecidos do hospedeiro por degradar ou modificar as suas estruturas da superficie ou
as substancias intracelulares. Pode ocorrer ainda a destruicdo das células ou
moléculas do sistema imune do hospedeiro, aumentando consideravelmente a
proliferacdo. O estudo dessas enzimas como fator de viruléncia € relativamente
recente e esta em rapida evolugdo (GHANNOUM; ABU-ALTEEN, 1986; OLLERT et
al., 1995; CALDERONE; FONZI, 2001; HUBE; NAGLIK, 2001; BARROS, 2005;
MARDEGAN et al., 2006).

A habilidade de se modificar morfologicamente de levedura para formas

7

flamentosas também € um outro fator de viruléncia importante. Condicdes que
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promovem o crescimento hifal in vitro incluem crescimento em temperaturas
elevadas e em meios especificos. Estas condicbes podem ser encontradas pelo
patégeno, durante o seu crescimento no tecido humano (GIUSANI et al., 2002;
MARTINS; KOGA-ITO; JORGE, 2002; SUDBERY, 2004).

3.3. Antimicrobianos

Antimicrobianos séo farmacos capazes de destruir microrganismos ou de
suprimir sua multiplicagéo ou crescimento. S&o produzidos naturalmente por seres
vivos (fungos, bactérias, plantas) ou através de sintese, podendo ser utilizados com
finalidades profilaticas ou curativas. Além da extensiva utilizacdo em humanos, os
antimicrobianos sdo empregados em animais e plantas (MOREIRA, 2004,
HOEFLER, 2006).

Fatores do hospedeiro, do meio ambiente e do microrganismo estao
envolvidos no estabelecimento de uma infeccdo. Quando tecidos sdo lesados,
quebrando a barreira local como pele e mucosa, h4 mobilizacdo de fatores humorais
(imunoglobulina e complemento) e celulares (linfocitos e fagdcitos) de protecdo que
geralmente sdo suficientes para conter os patégenos, ndo sendo necessério a
utilizag@o de antimicrobianos. Porém, o surgimento de sinais e sintomas é indicativo
da necessidade de tratamento especifico, que incluem os antimicrobianos
(MOREIRA, 2004).

As aplicagbes dos antimicrobianos sé&o definidas, essencialmente, com
base no conhecimento do microrganismo infectante e no tipo de atividade
pretendida, se curativa ou profilatica. O uso profilatico é aceito quando se deseja
prevenir uma infeccdo em situagbes onde ha risco elevado, obedecendo a critérios
bem definidos de andlise de beneficio para sua utilizagdo. A terapia antimicrobiana
pode ser utilizada de duas formas: especificamente ou empiricamente. A especifica
€ executada mediante a identificacdo do microrganismo por meio de testes
laboratoriais ou quando a manifestagéo clinica é caracteristica deste microrganismo.
A empirica é guiada pelo possivel agente infeccioso que é prevalente naquele tipo
de manifestacdo clinica, devendo estar baseada em dados epidemioldgicos,

potencial patogénico e padréao de susceptibilidade microbiana (HOEFLER, 2006).
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3.3.1. Mecanismo de acdo de agentes antimicrobianos

3.3.1.1. Antibacterianos

Os antibiéticos e quimioterapicos interferem com diferentes atividades
da célula bacteriana, causando a sua morte ou somente inibindo o seu crescimento.
Os primeiros sdo chamados bactericidas e os segundos bacteriostaticos. Embora os
antibacterianos sejam normalmente divididos nessas duas categorias, deve-se
lembrar que alguns farmacos, tipicamente bacteriostéticos, podem ser bactericidas
para determinadas cepas bacterianas. As interacbes dos antibiéticos com a célula
bacteriana podem ocorrer no nivel da parede, membrana citoplasmatica,
ribossomos, DNA e metabolismo intermediario (TRABULSI, 1999). A Figura 6 mostra

0s principais sitios de acao para os antibiéticos na célula bacteriana.

Interferem na sintese
da parede celular
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Figura 6: Principais alvos dos antibi6ticos. Adaptado de (ANDERSSON, 2005)

3.3.1.1.1. Antibacterianos que atuam na parede

Dos antibacterianos que atuam neste nivel, os mais empregados séo
os B-lactamicos. Na categoria dos B-lactamicos estdo incluidas as penicilinas, as
cefalosporinas, os monobactamicos e as carbapenemas. Todos esses possuem em

comum o anel B-lactamico (Figura 7), que € um composto de trés atomos de carbono
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e um de nitrogénio (ALTHERTUM, 1999; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 1999). A
inibicdo da parede celular se da através da interrupcdo do processo de
transpeptidacdo. Podem atuar mais facilmente nas bactérias Gram-positivas (NEU,
1994b; MACEDO et al., 2005).

H
R N

Y
O/\OH

Figura 7: Anel B-lactamico (vermelho) em molécula de penicilina

A sintese da camada de peptideoglicano ocorre em trés etapas: uma
acontecendo no citoplasma, outra na membrana citoplasmética e a terceira
externamente a esta membrana. Os antibidticos B-lactamicos interferem com a
terceira etapa da sintese. Com a descoberta das proteinas fixadoras de penicilina
(PBP), verificou-se que a transpeptidagdo era uma entre varias outras acdes
existentes. As PBP sdo proteinas existentes na parte externa da membrana
citoplasmética e participam da terceira etapa da sintese de peptidoglicano e
possuem capacidade de fixagdo tanto para as penicilinas como para as
cefalosporinas (TRABULSI, 1999).

A penicilina foi o primeiro antibiético isolado do fungo Penicillium
notatum em 1929 por Fleming. Desde entdo, os antibidticos B-lactamicos se
tornaram a classe de antibioticos mais utilizada. A diferenga quimica existente entre
as varias penicilinas esta no radical R ligado ao acido 6-amino-penicilanico. Algumas
penicilinas séo produzidas integralmente por fungos do género Penicilium, como as
penicilinas G e V. Outras sdo sintetizadas em laborat6rio a partir do &cido 6-amino-
penicilanico previamente produzidos pelo fungo e posteriormente modificado. As
penicilinas semi-sintéticas apresentam vantagens sobre as naturais, sendo mais
prontamente absorvidas e mais estaveis. Algumas penicilinas podem ser inativadas
por enzimas bacterianas chamadas penicilinases ou B-lactamases. Estas rompem o
anel B-lactamico, tornando o produto (&cido penicilinbico) inativo (do ponto de vista

antibacteriano) (ALTHERTUM, 1999).



31

3.3.1.1.2. Antibidticos que atuam nos ribossomos

Os antibidticos que atuam no nivel dos ribossomos s&o o0s
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, lincomicina e
clindamicina. Os aminoglicosideos e as tetraciclinas se fixam as subunidades 30S.
Ao se fixarem, inibem a sintese protéica por diferentes mecanismos. Os
aminoglicosideos provocam vérios tipos de alteracdo, sendo a mais importante a
formacdo de ribossomos néo-funcionais. O primeiro antibidtico do grupo dos
aminoglicosideos € a estreptomicina produzida a partir de culturas de Streptomyces
griseus. A estreptomicina se fixa apenas a uma proteina da fracdo 30S do
ribossomo, enquanto que a canamicina, gentamicina e os demais se fixam a vérias
proteinas. Esta caracteristica explica a elevada taxa de mutacéo para resisténcia a
estreptomicina (NEU, 1994c; TRABULSI, 1999).

As tetraciclinas s@o produzidas por bactérias do género Streptomyces e a
sua principal caracteristica € o tetranel e os grupamentos ligados a ele
(ALTHERTUM, 1999). As tetraciclinas bloqueiam a sintese protéica porque quando
fixadas a subunidade 30S, impedem a fixagdo dos RNA transportadores (t-RNA) ao
ribossomo. Desta forma néo ocorre a incorporagdo de novos aminoécidos e a cadeia

peptidica ndo se forma (NEU, 1994c; TRABULSI, 1999).

Cloranfenicol, lincomicina e clindamincina aparentemente possuem o
mesmo mecanismo de acdo que seria o de impedir, a unido dos aminoacidos pela
inibicdo da peptidiltransferase. Ja os macrolideos, que tem como principal
representante a eritromicina, bloqueiam a sintese protéica porque, quando fixadas a
subunidade 50S, impedem os movimentos de translocacdo (NEU, 1994c;
TRABULSI, 1999).

Os aminoglicosideos (estreptomicina, canamicina, gentamicina,
neomicina, amicacinaespectinomicina, tobramicina e netilmicina), sao farmacos
ativos contra bactérias Gram negativas aerdbias e contra os Staphylococcus. Sao
inativos frente as bactérias anaerObias estritas porque ndo sdo transportados
através da membrana citoplasméatica ao interior da célula bacteriana. Também néo
séo efetivas isoladamente contra os Streptococcus. Porém apresentam sinergismo
de acdo com as penicilinas frente ao S. viridans e contra os enterococos. Este

sinergismo se deve ao fato das penicilinas bloquearem a sintese do peptidoglicano,
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facilitando a entrada dos aminoglicosideos para o interior da bactéria (NEU, 1994c;
TRABULSI et al., 1999).

3.3.1.1.3. Antibacterianos que atuam no DNA

Os farmacos que atuam neste nivel sdo o metronidazol, os derivados
quinoldnicos e as rifampicinas. Os derivados quinolénicos compreendem os acidos
nalidixico e oxolinico, bem como os derivados de fldor (norfloxacino e
ciprofloxacino), os quais agem por inibicdo da enzima alvo, a DNA girase, uma
topoisomerase tipo Il, responsavel primariamente pela introducdo da super
helicoidizagdo negativa do DNA, na presenca de ATP. Essas alteragdes no estado
topologico do DNA desempenham fung8es nos processos de replicagéo, transcrigéo,
recombinacao e reparacao celular (GALES et al., 1997; FREITAS, 2003; PEREIRA
et al., 2004).

As quinolonas fluoradas (fluorquinolonas) tém grande atividade sobre
bactérias Gram-negativas, inclusive P. aeruginosa e também atividade sobre
Staphylococcus, Haemophilus e Neisseria. A resposta terapéutica na clinica e o
espectro de sensibilidade in vitro de cada uma das drogas deste grupo de
quinolonas dependem de sua farmacocinética, eficacia individual e toxicidade
(TRABULSI et al., 1999; LAMBERT, 2002).

3.3.2. Mecanismo de agado de agentes antifungicos

Para o controle das diversas infecgbes causadas por fungos, existe um
ndmero reduzido de farmacos utilizaveis na pratica clinica. Tendo atividade limitada
a poucos agentes, as dulfonamidas abriram, por volta de 1940, & terapia dos
doentes com micoses sistémicas. Na década seguinte, foi disponibilizada a
anfotericina B, cujo espectro antifingico e eficicia a colocaram na posicao de droga
de referéncia no controle de infec¢des viscerais e disseminadas. A 5-fluorocitosina,
pouco util em uso localizado, foi considerado como farmaco sinérgico da anfotericina
B, principalmente contra Cryptococcus ( NOBRE et al., 2002; CARRILLO-MURNOZ, et
al., 2006).
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A lista de substancias quimicas com acéo antifingica € bastante extensa,
mas ainda muito restrita se comparada com o numero de drogas antibacterianas
disponiveis. Como consequéncia das infec¢cdes por fungos representarem o
parasitismo de um organismo eucariético sobre um outro eucariotico, com diferengas
fisiologicas muito pequenas (quando comparado a infecgBes bacterianas), é
necessario que as drogas antifungicas tenham aplicagéo clinica adequada, com o
minimo de efeitos colaterais importantes (NOBRE et al., 2002; CARRILLO-MUNOZ,
et al., 2006).

No tratamento das micoses devem ser levados em consideracdo os
tipos de micose e seu agente etiologico, estado geral do paciente e arsenal
antimicético. Quanto aos antimicéticos, deve-se conhecer seu mecanismo de agao,
espectro, vias de administracdo e efeitos colaterais (GOMPERTZ et al., 1999;
MIZUTANI et al., 2000; CAPOOR et al., 2005).

Os farmacos antinfangicos podem ser divididos em duas categorias:
farmacos que afetam a membrana celular e farmacos que atuam intracelularmente,
interrompendo processos celulares vitais como a sintese de DNA, RNA ou proteinas.
Os mais utilizados sdo os derivados poliénicos, azélicos, pirimidicos, sulfamidicos,
benzofuranicos e outros compostos como iodetos, tiossulfatos, sulfetos e tolnaftatos
(GOMPERTZ et al.,, 1999; SELITRENNIKOFF, 2001; SANTOS-JR et al., 2005;
MARTINEZ, 2006).

3.3.2.1. Féarmacos que afetam a membrana celular

3.3.2.1.1. Derivados poliénicos

Os derivados poliénicos sdo constituidos de um anel macrolideo com 26-
28 atomos de carbono contendo varias insatura¢cdes, acrescidos de um radical éster
ou lactona, onde os grupos hidroxila conferem caracteristica anfipatica & molécula.
Os derivados poliénicos sdo antimicOticos produzidos por véarias espécies de
Streptomyces, altamente tOxicos para a membrana citoplasmatica dos fungos,
ligando-se a mesma de forma irreversivel. Estas substéncias combinam-se com
esterdides da membrana, rompendo a mesma ou tornando-a incapaz de efetuar

suas func¢bes normais, causando alteracdes na permeabilidade celular e levando a
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perda de constituintes essenciais das células como potassio, aguUcares, proteinas,
fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos e ésteres de fosfatos. A sensibilidade de
um organismo aos derivados poliénicos esta estreitamente ligada & presenca de
esteréis na sua membrana. Quanto menor o seu contetdo de esterol, maior sera sua
resisténcia a esses compostos. Os agentes poliénicos mais utilizados séo a
anfotericina B e a nistatina (GOMPERTZ et al., 1999; SELITRENNIKOFF, 2001;
CARRILLO-MUNOZ et al., 2004; CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

3.3.2.1.2. Derivados azdélicos

Os azdlicos sdo quimioterapicos antifungicos caracterizados por um anel
pentagonal na estrutura molecular, o qual contém trés atomos de carbono e dois de
nitrogénio (imidazolicos) ou dois 4&tomos de carbono e trés de nitrogénio (triazdlicos).
Considerando as drogas de uso sistémico, o primeiro subgrupo compreeende o
miconazol e o cetoconazol e o Uultimo, o fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol e ravucinazol. Os azdlicos atuam sobre a enzima do citocromo P450
dos fungos, bloqueando a demetilacdo do lanosterol e a sintese do ergosterol, o que
altera a permeabilidade da membrana e a viabilidade fangica. Também agem
modificando a sintese dos lipideos e inativando enzimas do processo oxidativo dos
fungos. Os imidazdlicos exercem agdo apenas fungistatica (GOMPERTZ et al, 1999;
MARTIN, 1999; NOBRE et al, 2002; CAPOOR et al, 2005; SANTOS-JR et al, 2005).

3.3.2.2. Farmacos que atuam intracelularmente

A griseofulvina € um antimicético pertencente a este grupo, produzida a
partir do Penicillium griseofulvum. J& foi o farmaco de escolha para o tratamento das
dermatofitoses, especialmente nos casos cronicos. Atualmente concorre com 0S
derivados imidazélicos. E empregada por uso oral e o tratamento varia de acordo
com a forma clinica da micose (MOORE et al.,, 2000; GROL; WALSH, 2002;
BAGINSKI et al., 2005).
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Para o tratamento das dermatofitoses provocadas por fungos zoofilicos e
geofilicos é suficiente medicacao local, como formulagbes com iodo, &cido salicilico
e acido benzoéico ou mesmo antifingicos, como o miconazol, tolnaftato, tolciclato,
clotrimazol, oxiconazol ou cetoconazol, pois a reacdo inflamatéria intensa a
presenca do fungo auxilia bastante na cura. Ja as dermatofitoses antropofilicas, ou
seja, aquelas causadas por fungos mais bem adaptados ao homem, s&o bastante
resistentes as medicacdes. Entre as medicagdes orais utilizadas estao griseofulvina,
cetoconazol, terbinafina, amorolfina, fluconazol e o itraconazol. Os iodetos podem
ser considerados como 0s compostos mais antigos empregados no combate as
infeccdes fungicas. O iodeto de potassio é o farmaco de escolha no tratamento da
esporotricose (NEU, 1994e; GOMPERTZ et al., 1999; DISMUKES, 2000).

Os derivados sulfamidicos apresentam acgdo antifungica, sendo utilizados
na terapéutica para os casos de paracoccidioidomicose. Mas nem sempre 0sS
resultados sdo satisfatorios, principalmente pela dosagem ideal que é préxima da
dose toxica para 0 homem (GOMPERTZ et al., 1999; DISMUKES, 2000; CARDOSO,
2004).

3.4. Resisténcia aos antimicrobianos

A partir de 1928, quando Fleming descobriu a penicilina, comegou a
chamada era dos antibiéticos e, desde entdo, nas décadas seguintes, se produziu
um incremento de forma exponencial na criacdo de novas classes destes agentes,
em especial nos paises desenvolvidos. Nas ultimas décadas, a producdo de novos
antibidticos diminuiu de forma consideravel e surgiu, como um problema de severas
consequéncias, a resisténcia de bactérias, fungos, virus e protozodrios que
desenvolveram mecanismos de defesa com a finalidade de impedir a agc&o destrutiva
destas substancias (TAVARES, 2000; BAMBEKE et al., 2003; RIVERON et al.,
2003).

Considera-se resisténcia microbiana, como a perda da sensibilidade de
um microrganismo a um antimicrobiano ao que originalmente era susceptivel. De

outra maneira, a resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno relacionado a
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formacdo de cepas ndo sensiveis, capazes de se multiplicar na presenca de
concentragdes de antimicrobianos mais elevadas do que as provenientes de doses
terapéuticas habituais (WANNMACHER, 2004; HOEFLER et al., 2006).

Do ponto de vista clinico, se considera que uma bactéria € sensivel a um
antibacteriano quando a concentragdo deste no local da infeccdo € pelo menos
quatro vezes superior a da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Uma concentracao
inferior a CIM, qualifica a bactéria de resistente e os valores intermediarios como de
moderadores sensiveis. Os conceitos de sensibilidade e resisténcia séo
absolutamente relativos e dependem tanto da localizagdo da infecgdo como das
doses e vias de administragdo do antibi6tico. No universo das micoses oportunistas
este tipo de resisténcia se manifesta fundamentalmente em pacientes com defeitos
imunolégicos profundos e persistentes que receberam varios tratamentos
antifangicos, em portadores de proteses (valvulas, cateteres, etc.) e em doentes com
baixos niveis plasmaticos do farmaco, devido a interacdes dos préprios farmacos
entre si ou com outros compostos (SMITH; COAST, 2002; RIVERON et al., 2003;
BRONZWAER; LONNROTH; HAIGH, 2004).

Este processo envolve necessariamente a aparicdo de uma mudanga
permanente no material genético do microrganismo que se transmite aos seus
descendentes, os quais por este motivo também se comportardo como insensiveis
ao antimicrobiano em questdo. Ainda que a resisténcia ndo seja um fendmeno
universal, diversos estudiosos afirmam que cedo ou tarde, 0s microrganismos e em
especial as bactérias e os fungos, desenvolverdo resisténcia a qualquer
antimicrobiano. A resisténcia microbiana constitui um problema de grandes
implicancias clinicas, pois obriga o desenvolvimento e a utilizagdo de novos agentes
antimicrobianos mais complexos, mais caros e, muitas vezes, mais toxicos que 0s
empregados habitualmente no tratamento das infecgbes (CLOUTIER, 1995;
SHLAES et al., 1997; WICKENS; WADE, 2005).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas. A resisténcia pode ser
originada em mutagbes que ocorrem no microrganismo durante Seu processo

reprodutivo e resultam em erros de copia na sequéncia de bases que formam o DNA
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cromossOémico, responséveis pelo codigo genético. A outra origem da resisténcia é a
importagdo de genes causadores do fenGmeno, consistindo na resisténcia
transferivel (LIU, 1999; SHLAES et al., 1997; TAVARES, 2000).

3.4.1. Tipos de Resisténcia

3.4.1.1. Natural ou Intrinseca

Em inimeros microrganismos o fenbmeno da resisténcia € natural. Em
particular, a resisténcia é necessariamente especifica contra um determinado
antibiotico naqueles microrganismos produtores desta mesma substancia. Como
exemplo tem-se o Streptomyces erythraeus produtor da eritromicina e naturalmente
resistente a este antibiotico por possuir uma estratégia de sobrevivéncia que impede
sua auto-intoxicacdo. Essa estratégia consiste em possuir uma subunidade 50S
ribossomal a qual a eritromicina ndo se fixa e dessa maneira, ndo exercendo sua
acdo. Em outras bactérias e fungos produtores de antibiéticos existem mecanismos

de autodefesa como este capazes de evitar a autointoxicagdo (Tavares, 1984).

3.4.1.2. Resisténcia adquirida

Considerando-se que o0s microrganismos produtores de antibioticos
existentes no meio ambiente apresentam mecanismos de autoprote¢céo codificados
geneticamente, admite-se que além da mutacéo, a origem da resisténcia adquirida
em bactérias e fungos causadores de infeccbes no homem e em outros mamiferos,
esteja relacionada principalmente a transferéncia de genes de resisténcia contidos
nesses microrganismos. Desta maneira, a existéncia de determinantes de
resisténcia transferiveis entre 0s microrganismos precede ao emprego dos
antibiodticos na terapéutica (TAVARES, 2000).

A resisténcia adquirida a um determinado antimicrobiano surge em
microrganismo originalmente sensivel ao mesmo antimicrobiano. Refere-se,
portanto, ao surgimento de exemplares de uma espécie de microrganismo que nao

sofrem mais as agfes dos farmacos que séo efetivos contra a populagéo original da
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bactéria. A resisténcia adquirida decorre de modificagdes na estrutura ou no
funcionamento da célula do microrganismo que bloqueiam a agdo dos
antimicrobianos. Este tipo de resisténcia € o mais importante devido & crescente
participacdo de microrganismos com resisténcia adquirida na génese de quadros
clinicos infecciosos (SOTO, 2003; HOEFLER et al., 2006; SILVEIRA et al., 2006).

3.4.2. Resisténcia Bacteriana

3.4.2.1. Mecanismos genéticos daresisténcia bacteriana

As trocas de material genético que explicam a resisténcia podem se
produzir por varios mecanismos que envolvam o DNA cromossomial, como na
mutacdo ou por aquisicdo de material genético extracromossomial, por transducao,
transformagdo ou conjugagdo e frequentemente envolve genes situados em
plasmidios e transposons. No processo de transdugdo, um virus bacteriéfago
transfere DNA extracromossomial bacteriano de uma bactéria insensivel para uma
bactéria sensivel, a qual adquire a resisténcia e a capacidade de transferi-la a seus
descendentes (SHLAES et al., 1997; VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

No processo de trasformacao, as bactérias sensiveis podem incorporar
DNA do meio ambiente e, se este possui genes para resisténcia, a bactéria se
converterd em resistente para um ou mais antimicrobianos. A origem do DNA do
meio ambiente se explica pela capacidade de algumas bactérias em algumas fases
do seu crescimento de excretar o seu DNA (SHLAES et al., 1997, VELAZQUEZ-
MEZA, 2005).

A conjugacado € um mecanismo importante de aquisicdo de resisténcia
e consiste na passagem de genes determinantes de resisténcia (de uma bactéria
resistente para uma sensivel), mediante o acoplamento direto entre as mesmas
através da formacédo de um pili sexual (SHLAES et al., 1997; VELAZQUEZ-MEZA,
2005). No Quadro 1, podem-se observar classes de antibidticos e os mecanismos de

resisténcia pelos quais as bactérias agem para evitar as suas agoes.
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Quadro 1: Exemplos de mecanismos de resisténcia pelos quais as bactérias

resistem aos antibidticos e suas bases genéticas

e . Bases Exemplo de
Antibidticos Mecanismos . pi¢
Genéticas bactérias
S. aureus
Alterando a ligacéo das
proteinas que se ligam a Cromossomial E. coli
penicilina
P. aeruginosa
B-lactamicos
Reduzindo a permeabilidade | Cromossomial P. aeruginosa
L . . S. aureus
Inativacdo com a enzima - | Cromossomial e
lactamase plasmidial .
P. aeruginosa
. Alterando o alvo da DNA .
Fluoroquinolonas Cromossomial S. aureus

girase

Modificando enzimas
responsaveis por ativacao
e/ou inativacdo de
processos vitais bacterianos

Aminoglicosideos Plasmidial Staphylococcus spp.

Cromossomial e Sthaphylococcus

Macrolideos Metilacdo do rRNA -
Plasmidial sSpp.

Tetraciclinas Efluxo Plasmidial Staphylococcus spp.

Adaptado de (SHLAES et al., 1997).

3.4.2.1.1. Mecanismos mediados por plasmidios

Os plasmidios sdo moléculas extracromossomiais circulares de DNA
encontradas em muitas espécies bacterianas e em algumas espécies de
eucariontes. S&o geralmente moléculas de DNA globulares, que sdo passados aos
descendentes durante a divisdo celular. Podem ser curados ou removidos das
células depois de serem submetidos a diferentes condi¢bes de estresse, como
mudangas na temperatura, presenga de certos corantes ou caréncia de
determinados nutrientes. Os plasmidios ndo s&o indispensaveis para a vida celular,
mas podem conferir-lhe vantagens seletivas, como por exemplo, possuir informagao
para degradacédo de certos substratos, resisténcia a um ou mais antibiéticos ou a um
metal pesado (SHLAES et al., 1997; WALSH, 2000).
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A replicacdo do plasmidio pode ocorrer em dois momentos: primeiro,
quando a célula bacteriana se divide, o DNA plasmidial também se divide,
assegurando que cada célula-filha receba uma cépia deste; segundo, durante o
processo de conjugacdo. Muitos plasmidios possuem a habilidade de conferir a
propriedade de fertilidade (conjugativo), enquanto que outros plasmidios sdo néo-
conjugativos e ndo consegue efetuar a propria transferéncia. Os plasmidios
resistentes a antibidticos em bactérias Gram-positivas como o Staphylococcus, néo
podem ser transferidos por processo de conjugacdo e sim, em processos de
transdugdo (SOUSA-JR; FERREIRA; CONCEICAO, 2004).

Os tipos de plasmidios mais observados sdo a) os plasmidios de tipo
sexual, com importancia para a transferéncia de plasmidios para uma célula
receptora e b) o plasmidio R que codifica genes para a resisténcia aos antibigticos.
Os plasmidios R possuem dois componentes: o determinante de resisténcia R e o
fator de transferéncia de resisténcia (RTF). O RTF é necessério para a transferéncia
dos determinantes. Estes contém informacOes para a formagédo de pilus para a
transferéncia do DNA por conjugacdo em bactéria Gram-negativa (SHLAES et al.,
1997; RAMOS, 2002).

As modificacdes genéticas nas bactérias codificadas por plasmidios
causam resisténcia aos antibiéticos em uma ou mais vias como mostra a Figura 8.
As mais encontradas séo bombas de efluxo e enzimas que degradam ou inativam os

antibioticos.
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Bomba de efluxo 7"

Enzima degradando
antibiotico -

Antibidtico

Antibiotico

Enzima gle
altera”
o antiphotico

Antibiotico

Figura 8: Modificagdes genéticas nos alvos dos antibidticos
mediados por plasmidios (ANDERSSON, 2005).

3.4.2.1.2. Mecanismos mediados por transposons

Transposons sdo segmentos de DNA reguladores que se deslocam de
um sitio a outro (transpostos) do genoma bacteriano e afetam a expressao génica.
Muitos genes R codificados por plasmidios sdo levados por transposons neles
presentes (SEABRA et al, 2004). A frequéncia de transposi¢cdo, tanto em

procariontes como eucariontes é relativamente baixa, cerca de 107 por geraco,

dependendo do elemento em particular.

Sendo o cromossomo uma molécula continua de DNA, a transposicao
dos elementos modveis € um processo de intercambio de DNA, ou seja, um tipo de
recombinacdo. No entanto, esta difere da recombinacao classica homéloga, uma vez
que ndo existe intercambio de material genético entre sequiéncias homologas, ndo
sendo necessaria a ocorréncia de homologia. A recombinacdo homoéloga depende
do produto do gene RecA, enquanto que 0 movimento de transposons ocorre na

mesma frequiéncia tanto em células recA- como em recA+ (SEABRA et al., 2004).
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Existe também a teoria de que os genes de resisténcia seriam derivados
de genes bacterianos que codificam enzimas envolvidas com o metabolismo celular
normal e teriam sofrido mutagcdes. Alguns transposons podem se transferir de uma
célula para outra sem o auxilio de plasmidios, num processo em que € necessario o
contato direto entre a célula doadora e a receptora. Este tipo de transposon é
ubiquitério de Streptococcus e € conhecido como transposon conjugativo (SHLAES
et al, 1997; FERREIRA, 2005).

3.4.2.2. Mecanismos biogquimicos da resisténcia bacteriana

As mudangas genéticas produzidas d&@o lugar a diversos tipos de
alteragbes bioquimicas no metabolismo bacteriano, podendo ser de trés tipos gerais:
mudancas no sitio de a¢do do antibacteriano, producdo de enzimas que modifiquem

o farmaco ou diminuicdo da captacdo do antibacteriano.

3.42.2.1. Resisténcia aos B-lactamicos

Estes antibiéticos possuem um mecanismo de agdo comum. Eles inibem
a sintese da parede celular bacteriana, em especial a formag&o de pontes cruzadas
entre as diversas membranas formadas pelo peptideoglicano que, normalmente,
configura rigidez & parede celular e protege a membrana celular do ingresso de
qguantidades excessivas de agua para o interior da bactéria, que poderia ocorrer
devido a elevada concentragédo de solutos nestes microrganismos. A formacao de
pontes cruzadas € efetuada por proteinas com acdo de transpeptidases
denominadas proteinas fixadoras de penicilinas (PBPs). Quando os antibioticos f3-
lactamicos s8o expostos a enzimas do grupo das B-lactamases, estes se tornam
inativos pela destruicdo (ruptura) do anel B-lactdmico, inativando o antibiotico.
Relacionado a este aspecto, tem-se sintetizado antibacterianos que sejam
resistentes as B-lactamases do S. aureus, como por exemplo, a dicloxacilina. As
bactérias Gram-negativas como E. coli e P. aeruginosa, também “aprenderam” a

sintetizar B-lactamases que degradam os antibacterianos que classicamente eram
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eficazes frente a bacilos Gram-negativos, como aminopenicilinas, carboxipenicilinas,
assim como cefalosporinas de primeira e segunda geragédo, de monobactamicos e
carbapenems, com a idéia de contra-atacar a resisténcia microbiana. As bactérias
podem desenvolver resisténcia aos B-lactamicos através de trés mecanismos: a)
prevencdo da interagdo entre o antibidtico e a PBP alvo, b) incapacidade do
antibiotico de se ligar a PBP e c) hidrdlise do antibiético por -lactamase (SHLAES et
al., 1997); RAMOS, 2002).

As bactérias Gram-negativas possuem no cromossomo um gene (ampC)
gue codifica para uma p-lactamase mais ativa frente a cefalosporinas do que frente a
penicilinas. Além disso, muitos bacilos Gram-negativos possuem genes reguladores
da producdo desta B-lactamase ampC. Existem casos, como E. coli resistente a
ampicilina nos quais a maior producdo de B-lactamase ampC é devida a
modificagdes na zona promotora do ampC que lhe permitem uma expresséo
genética maiz eficaz (GALES et al., 1997; RAMOS, 2002; MACEDO et al., 2005).

A maior parte de resisténcia aos B-lactamicos, se deve pela capacidade
da bactéria de sintetizar as p-lactamases mediante a intervencdo de um plasmidio.
Nas bactérias Gram-negativas, as p-lactamases ligadas a plasmidios mais
importantes, sdo a TEM-1 e em menor grau a SHV-1 (em Klebsiella pneumoniae) e a
PSE-1 (em P. aeruginosa). Estas enzimas conferem resisténcia as bactérias Gram-
negativas frente a aminopenicilinas, carboxipenicilinas e cefalosporinas de primeira e
segunda geracdo. Tem-se descrito em alguns estudos a existéncia de uma -
lactamase de espectro ampliado ligada a plasmidio, especialmente em K.
pneumoniae, que produzem a inativacdo de cefalosporinas de terceira geragéo e
monobactamicos. Estas enzimas estéo relacionadas a TEM-1 e TEM-2 (16 enzimas)
e a SHV-1 (4 enzimas) e elas também possuem variagdes de um a trés aminoacidos
em relacdo as p-lactamases originais TEM-1, TEM-2 e SHV-1 (SILVA, 2000;
SOUSA-JR, FERREIRA & CONCEICAOQ, 2004; MACEDO et al, 2005).

Na maior parte dos casos de cepas de Staphylococcus resistentes a
meticilina, tal resisténcia deve-se a producdo da enzima PBP2a que mantém a
integridade da parede celular bacteriana, apesar de que as proteinas fixadoras de

penicilinas normais séo inativadas pelo antibiético. Esta enzima € codificada por um
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gene cromossOmico adquirido denominado mecA, que estd ausente quando a
bactéria é sensivel & meticilina. Este mecanismo explica porque 15% dos S. aureus
hospitalares, 75% de S. epidermidis e 80% de S. haemolyticus sdo resistentes a
meticilina. Ainda que o mecA esteja presente somente em Staphylococcus, outros
microrganismos também fabricam PFPs de baixa afinidade pelos B-lactdmicos como
no caso dos Enterococcus e dos Pneumococcus resistentes a penicilina (MACEDO
et al., 2005).

3.42.2.2. Resisténcia a aminoglicosideos

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer mediante a intervengao
de trés mecanismos: a) variacdes no receptor ao nivel da subunidade 30S; b)
modificacdo enzimatica do antibiotico e c) reducdo da entrada do antibiético a célula
bacteriana. Dentre estes, o segundo mecanismo é o mais estudado. A modificacao
do aminoglicosideo pode efeturar-se por fosforilagdo, adenilacdo ou acetilagdo.
Algumas enzimas bacterianas possuem uma dupla capacidade funcional e podem
ser ao mesmo tempo fosforilantes e acetilantes, como ocorre com a enzima 6’
acetilante e a 2’ fosforilante que promovem capacidade defensiva ao S. aureus
frente a gentamicina e outros aminoglicosideos. Os genes que codificam para esta
enzima em estafilococcos podem ser adquiridos de outros estafilococcos através de
plasmidios ou por DNA em forma de transposons (OUNISSI et al, 1990; JACOBY &
ARCHER, 1991; KOBAYASHI et al, 2001; GALIMAND et al, 2003; GALINDO et al,
2005).

Dado que os antibigticos aminoglicosideos devam penetrar no interior das
bactérias para impedir a sintese protéica e, tendo em conta que o ingresso destes
farmacos € um processo que envolve a intervencdo de mecanismos oxidativos, as
bactérias tém desenvolvido mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos
blogueando a entrada destes, tornando-se muitas vezes impermeaveis ao
antibiotico, tal como se observa em Pseudomonas aeruginosa. A adicdo de
antibioticos de parede como as penicilinas a terapia com aminoglicosideos, pode
incrementar a entrada do aminoglicosideo ao interior da bactéria aumentando assim

a eficacia da agéo antibacteriana.



45

3.4.2.2.3. Resisténcia as fluorquinolonas

As quinolonas s&o quimioterapicos antimicrobianos bastante
desenvolvidos nas ultimas décadas. Sua atividade antibacteriana depende de sua
capacidade de inibir a DNA girase, complexo enzimatico formado por subunidades A
e B, que interferem nos processos de replicagéo e de transcricdo do DNA. Tém-se
observado um aumento na resisténcia as fluorquinolonas dependente, em alguns
casos, de mutagdes que podem conferir resisténcia (NEU, 1994a; NEU, 1994b;
NEU, 1994d; FARIAS et al., 1997; HOOPER, 2001; GARCIA, 2003).

As mutagdes podem ocorrer seja nas subunidades da DNA girase,
como se observa em E. coli ou nas porinas, proteinas da membrana celular externa,
através das quais penetram as quinolonas. A mutacdo nestas porinas reduz o
ingresso do quimioterapico a bactéria, o que naturalmente diminui sua eficacia. Em
muitos casos a diminuicdo da acumulagéo intrabacteriana de quinolonas depende de
um mecanismo ativo de efluxo de quimioterdpico, mecanismo localizado na
membrana citoplasmética da bactéria. As bactérias com alta taxa de resisténcia as
quinolonas, conseguem combinar mecanismos de mutagdo tanto na DNA girase
como nas porinas (NEU, 1994a; NEU, 1994b; HOOPER, 2001; SADER, 2002;
SANTOS, 2004).

3.4.3. Resisténcia aos antifungicos

A resisténcia aos agentes antifingicos ndo era muito comum até meados
de 1980, ocorrendo apenas casos isolados em pacientes com candidiase
mucocutanea crbénica. A incidéncia das infecgfes fungicas, incluindo as infec¢bes
resistentes, aumentaram consideravelmente nas Ultimas décadas, refletindo o
aumento da deficiéncia imunoldgica associada com a quimioterapia para cancer,
transplantes e AIDS. Embora a prevaléncia de resisténcia em fungos seja menor do
gue a que se observa nas bactérias, muitos micologistas consideram que a pressao
seletiva, com o passar dos anos, podera ser equivalente a resisténcia bacteriana
(LYONS; WHITE, 2000; HUDSON, 2001; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).
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A utilizagdo de antifingicos na agricultura e em rebanhos também é um
problema que surge nos ultimos anos. Os agentes antifingicos piridina e pirimidina
usados extensivamente na agricultura possuem mecanismos de agao similares aos
azolicos e € possivel que este fato tenha contribuido de alguma forma para a
emergéncia da resisténcia aos azolicos em humanos. Derivados imidazolicos e
triazélicos também sdo bastante utilizados na agricultura, medicina humana/
veterinaria, aumentando potencialmente os problemas em relagdo as linhagens de
fungos resistentes. Estes fatos podem ter levado a um aumento na frequéncia e
gravidade das infec¢des fungicas sistémicas, causadas ndo sé por agentes ja
conhecidos, sendo também por patégenos emergentes ou contaminantes de
laboratério (ESTRELLA & TUDELA, 2002; RODERO et al, 2005).

3.4.3.1. Resisténcia antifingica em fungos filamentosos e leveduras

Como em outros microrganismos, a resisténcia dos fungos filamentosos e
leveduras frente aos antifungicos € um conceito amplo que se pode classificar em
resisténcia microbioldgica e resisténcia clinica (MOORE et al., 2000; PEREA et al.,
2001; GROLL; WALSH, 2002; MOSQUERA; DENNING, 2002; BAGINSKI et al.,
2005).

Os mecanismos identificados até agora, de como uma célula sensivel se
torna resistente aos agentes citotoxicos sao (WHITE et al., 1998; GHANNOUM,;
RICE, 1999; LUPETI et al., 2002; PRASAD; PANWAR, 2004):

) Incapacidade do farmaco para alcancar o DIANA (produto do gene
CYP51 que € o0 14-a esterol demetilase) dentro da célula,
possivelmente devido a existéncia de barreiras de permeabilidade ou

a sistemas de bombeamento ativo do composto ao exterior;

1)) Mudancas na interacdo farmaco-DIANA (aumento do numero de

cépias do DIANA ou modificagBes devido a mutagdes);

1)) Modificagdes nas enzimas das vias metabolicas;
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V) Alteragbes no processamento intracelular (degradacdo ou

modificacdo) do farmaco.

No caso para os fungos filamentosos e leveduras séo descritos até agora
0S trés primeiros mecanismos. Assim mesmo, se sabe que muitos destes
mecanismos podem coexistir numa mesma célula. (WHITE et al., 1998;
GHANNOUM; RICE, 1999; LUPETI et al., 2002).

Nos ultimos anos, se encontram cada vez com mais freqiiéncia, cepas de
leveduras com susceptibilidade diminuida ou resistente aos antifingicos. Esta
resisténcia pode ser clinica ou in vitro, sendo a primeira consequéncia fundamental
do baixo nivel do farmaco no tecido e/ou sangue, devido a uma interagdo entre
farmacos ou ao severo quadro de imunodepressao do paciente. A resisténcia in vitro
pode ser primaria (a levedura é naturalmente resistente), sendo o melhor exemplo, a
resisténcia intrinseca que apresenta C. krusei frente ao fluconazol. Também pode
ser secundaria. Este dltimo tipo de resisténcia é o mais frequente nos dias atuais e
se observa principalmente em cepas de C. glabrata. O consenso € que a resisténcia
antifangica depende da interagdo entre o hospedeiro, o farmaco e o fungo. Neste
sentido, os fatores relacionados ao paciente sédo com frequéncia os mais relevantes
para definir a resisténcia (BOSSCHE, 1997; LYONS; WHITE, 2000; COWEN;
ANDERSON; KHON, 2002; SILVA; DIAZ; FEBRE, 2002; DIAZ-LOPEZ; GARAY;
DIAZ, 2004).

Com a introdugéo do fluconazol as candidemias por C. albicans e C.
tropicalis diminuiram. Por outro lado, as causadas por C. krusei e especialmente por
C. glabrata experimentaram um aumento significativo. A maioria dos relatos de
resisténcia em leveduras se referem ao fluconazol, em cepas isoladas de pacientes
com AIDS (GHANNOUM; RICE, 1999; FIDEL-JR et al., 1999; SILVA; DIAZ; FEBRE,
2002). A Figura 9 sumariza alguns dos possiveis mecanismos de resisténcia dos

fungos filamentosos e leveduras aos antifungicos.
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A) Célula Sensivel B) Célula Resistente

AZOIS

A A
A A
A A A
Gene
A = N A& cypsiB
CDR
MDR
cD %‘ MDR A
MDR A A
A
@) voR A% a
Gene
CYP51A A
SINTESE DO ERGOSTEROL SINTESE DO ERGOSTEROL

Figura 9: Representagio esquematica dos mecanismos de resisténcia dos fungos frente os azois.
A) No fungo sensivel o antifingico interage com DIANA (14-a esterol demetilase, produto do gene
CYP51) blogueando a sintese do ergosterol inibindo o crescimento do mesmo. B) O fungo resistente
pode defender-se: 1) aumentando as bombas de eliminacéo ativas (MDR e CDR), o que diminuira a
concentracédo intracelular do farmaco; 1l) aumentando o nimero de cépias de DIANAs (CYP51A e/ou
CYP51B) ou lll) modificando o DIANA (mutag8es nos genes CYP51A e/ou CYP51B) de forma que a
interacdo do farmaco com o DIANA seja insuficiente.

Y

O estudo a nivel molecular dos mecanismos de resisténcia dos fungos
frente aos distintos grupos de antifingicos é a estratégia mais importante para poder
evitar as consequéncias que o desenvolvimento da resisténcia pode ocasionar a
longo prazo e para desenvolver produtos mais potentes e seguros que as evitem
(BERGOLD & GEORGIADIS, 2004).

3.5. Generalidades sobre o uso de plantas medicinais

O uso terapéutico das plantas medicinais na saude humana constitui-se
como pratica milenar, historicamente construida na sabedoria do senso comum que
articula cultura e saude, uma vez que esses aspectos ndo ocorrem de maneira
isolada, mas inseridos num contexto histérico determinado. A utilizacdo de plantas
medicinais, tanto na farmacopéia como na medicina caseira, é praticada desde os
primérdios da civilizagdo humana. Apos a Segunda Guerra Mundial, com a
descoberta dos antibiéticos e o incremento cada vez maior de remédios a base de

drogas sintéticas, houve um relativo abandono e, inclusive, certo ceticismo a
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respeito das drogas naturais, até a década de 70. A partir da década de 80, essas
plantas passaram a ser novamente valorizada como fonte de propriedades curativas
de baixo custo (ARRUDA, 2001; DUARTE et al., 2004).

A resisténcia a drogas em patdogenos humanos e animais é um dos casos
mais bem documentados de evolucdo biolégica e um sério problema tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O consumo de mais de uma
tonelada diaria de antibidticos em alguns paises da Europa tem resultado na
resisténcia de popula¢des bacterianas, causando assim um sério problema de saude
publica. Em vista do presente cenario, a busca por novas substancias
antimicrobianas a partir de fontes naturais, incluindo plantas, tem ganhado
importancia nas companhias farmacéuticas. No Brasil, por causa do aumento no
interesse por produtos naturais, o uso de plantas medicinais tornou-se mais ou
menos geral. Muitas destas plantas n&o tém sido estudadas e podem ser avaliadas
qguanto & acdo antimicrobiana, em contraste com plantas nativas da Europa, que ja
foram exaustivamente estudadas (ARRUDA, 2001; DUARTE et al., 2004).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e
Oleos essenciais produzidos pelas plantas como uma conseqiéncia do metabolismo
secundario, também sao reconhecidas empiricamente ha séculos. Estudos sobre as
atividades antimicrobianas de extratos e Oleos essenciais de plantas nativas tém
sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba, india, México e Jordania,
que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na utilizagdo de plantas
medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico. Dentre as diversas familias
de plantas arométicas investigadas por conterem 0Oleos essenciais, destacam-se a
familia Lamiaceae, cujo género Mentha engloba diversas espécies com atividades
biolégicas promissoras, em especial a M. x villosa Hudson (ARRUDA, 2001;
DUARTE et al., 2004; ARRUDA, 2006).

3.5.1. Aspectos botanicos

A familia Lamiaceae (antiga familia Labiatae) constitui uma grande familia
das Angiospermas, compreendendo cerca de 200 géneros e 3.000 espécies.
Morfologicamente esta familia € bastante diversificada, tanto que é constituida de 07
subfamilias e 19 tribos (SILVA et al, 1994).
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As espécies de Lamiaceae sdo de enorme importancia econdmica devido
a sua utlizacdo pela medicina popular, industria cosmética, alimenticia e
farmacéutica. No Brasil, existem registros da existéncia de cerca de 20 géneros e
300 espécies vegetais desta familia, distribuidas em todo o territério nacional,
destacando-se 0 género Mentha (SILVA et al., 1994).

A origem do nome do género Mentha vem do grego Muvta (Mintha), nome
da filha de Cocylus que, segundo os poetas, foi transformada nesta planta. O género
Mentha é originario da regido mediterranea e parte da Asia, estando atualmente
distribuida em quase todo o mundo, especialmente nas regides temperadas e
tropicais. Existem muitos hibridos reunidos neste género, considerado por alguns
especialistas como complexo e de dificil identificacdo. As causas desta
complexidade taxon6mica sdo a plasticidade morfolégica (Figura 10), facilidade de
hibridizagdo, propagacdes vegetativas e confusdo nomenclatural (SILVA et al., 1994,
LORENZO et al., 2002; AL-ANKARI; ZAKI; AL-SULTAN, 2004; BIESKI, 2005).

TLY

Figura 10: Folhas de espécies de Mentha: da esquerda para a direita, folha de M. x villosa, M.
piperita, M. citrata, M. arvensis var. japonica, M. longifolia, M. spicata, M. suaveolens e M. carinthiaca.
Fonte: http://www.uni-graz.at/~katzer/engl/Ment_pip.html.

Existem cerca de 25 espécies do género Mentha. Dada a facilidade de
hibridagéo, ndo se recomenda o cultivo de diversas espécies de hortela lado a lado.
A espécie M. x villosa Hudson (Figura 13), € um hibrido originado do cruzamento
espontaneo entre M. spicata L. (Figura 11) e M. suaveolens Ehrh (Figura 12)
(HIRUMA, 1993; GOBERT et al, 2002). A determinacdo do grau de hibridizagao
depende de vérios fatores tais como morfologia, anatomia, status quimico, cariologia

(nimero de cromossosmos, configuracbes meidticas), fisiologia, ecologia e
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distribuicdo geogréfica (BHAT et al., 2002; TUCKER; CHAMBERS, 2002; GRISI et
al., 2006).

Figura 11: Mentha Spicata L. Figura 12: Mentha suaveolens L
Fonte:http://www.minzen.com/krausb4.htm

Fonte:http://www.minzen.com/mentha_suaveo

lens_ehrh.htm

v

Figura 13: Mentha x villosa Hudson
Fonte: http://www.minzen.com/ 2002-194.htm

3.5.2. Sinonimia

Hortela rasteira, horteld milda, hortela de panela, hortela da horta, hortela
de cavalo.
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3.5.3. Descrigéo e propagagao

E uma planta herbacea possuindo de 30 a 60 cm de altura, ligeiramente
aveludada; haste quadrangular, aveludada, ramosa, ramos opostos, aromaticos;
folhas opostas, curtamente pecioladas, oval arredondada, lanceolada ou acuminada,
serrada, algo pubescentes; inflorescéncia em espiga terminal, flores violaceas,
numerosas, curtamente pedunculadas, reunidas em verticilos separados. Sua

propagacéo se faz através de estacas (BIESKI, 2005).

3.6. Aspectos etnobotanicos

As informacdes etnobotanicas de diversos estudos da medicina popular
atestam a utilizagdo da Mentha villosa nas afec¢des bucais (halitoses, como
analgésico, nas inflamacgfes) (CARNEIRO, 1994; XAVIER et al., 1995; SOUZA;
FELFILI, 2006), diarréias, colicas intestinais, célicas menstruais (SILVEIRA;
JORDAO, 1992; MATOS, 1997; MATOS, 1998; ALMEIDA, 2003; RADUNZ, 2004) e
nos tratamentos das amebiases, giardiases, tricomoniases e schistosomiases
(MATOS, 1989; DINIZ et al.,, 1998; MATOS, 1999; MONTE; OLIVEIRA; BRAZ-
FILHO, 2001; RADUNZ, 2004; BIESKI, 2005). Em comunidades no estado da Babhia,
é utilizada em preparacfes orais para facilitar o trabalho de parto e a expulséo da
placenta (SANTOS et al., 2006).

3.7. Aspectos fitoquimicos e Atividade biolégica da Mentha x villosa

Hudson

Do ponto de vista quimico foram isolados glicosidio, sitosterol, acido
ursélico e um flavonodide do extrato hexanico e etanélico da Menta x villosa (MONTE;
FREITAS; LEMOS, 1988; HIRUMA, 1993). Do extrato butandlico das folhas, foram
isolados: acido rosmarinico (componente majoritério), luteolina, duas flavonas e uma
flavona glicosilada cujas estruturas ainda estéo sendo investigadas (HIRUMA, 1993;
GUEDES, 2002). Do extrato cloroférmico das folhas, foi identificado uma mistura de
asterdides e identificados como sendo campesterol, estigmasterol e sitosterol
(SILVA et al., 1994). J4 do extrato etandlico das folhas, foram ainda identificados 07
triterpendides com possiveis indicagdes para o tratamento do céncer (MONTE;
OLIVEIRA; BRAZ-FILHO, 2001).
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A propriedade antiparasitaria foi inicialmente confirmada por BORBA et al
(1988), em estudo in vitro com a cultura de Entamoeba histolitica SAW 1627, em que
obtiveram resultados significativos com fragdes do extrato bruto das folhas. As
propriedades antiparasitarias no tratamento das amebiases e giardiases também
foram avaliadas por SILVA et al, (2006), MATOS (1998 e 1999) e nas tricomoniases
por MELO et al (1992). Resultados preé-clinicos obtidos por BORBA et al (1989a e
1989b), sugerem que o extrato bruto das folhas da Mentha x villosa também possui
atividade no tratamento da esquistossomose mansonica. Experimentos com
camundongos albinos infectados com Schistosoma mansoni, verificaram que certa
fracdo do extrato de Mentha com solventes orgénicos foram ativos no granuloma

causado por esses parasitos (DINIZ et al., 1998).

Estudos clinicos evidenciaram a eficiéncia do p6 da planta inteira no
tratamento de varias enteroparasitoses, em especial para as protozooses,
provavelmente devido a presenca de (+)- pulegona. Também em relacdo as
protozooses, o extrato hidroetandlico das folhas apresentou comprovada atividade
amebicida e giardicida (DE SANTANA et al., 1992; HIRUMA, 1993; DINIZ et al.,
1998; GUEDES, 2002; DIMECH et al., 2006).

O extrato obtido das folhas da Mentha x villosa também foi utilizado para
o controle do mofo-cinzento (Botrytis cinérea) e do oidio (Oidium spp.) doengas que
atingem diversas culturas vegetais, em especial o eucalipto. Neste estudo, o extrato

se mostrou ativo, reduzindo o crescimento destas cepas de fungos (BIZI, 2006).

3.8. Consideracfes sobre 6leos essenciais

De acordo com a International Standard Organization (ISO), os Oleos
essenciais sao misturas de compostos organicos que apresentam como
propriedades principais a volatilidade, aroma intenso, imiscibilidade com a &gua e
solubilidade em solventes orgéanicos. O termo 6leos essenciais € definido como um
produto obtido através de destilacdo por arraste a vapor de agua, bem como
produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos (LAVABRE, 2006;
SIMOES; SPITZER, 2003). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamadas de 6leos

essenciais, Oleos etéreos ou esséncias. Essas denominacdes derivam de algumas
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de suas caracteristicas fisicoquimicas, como por exemplo, a de serem liquidos de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo dai a designagcdo 6leo. No
entanto, sua caracteristica principal € a volatilidade, diferindo assim dos 6leos fixos
que sdo misturas de substancias lipidicas, obtidas geralmente de sementes

(RADUNZ, 2004; PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006).

Outra caracteristica € o aroma agradavel e intenso que ocorre na maioria
dos 6leos volateis, sendo por isso chamados de esséncias. Eles também s&o
soluveis em solventes organicos pouco polares como éter, recebendo por este fato,
a denominacdo de Oleos etéreos. Em &gua, os Oleos essenciais apresentam
solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solugdes aquosas que Sao
denominadas de aguas de cheiro (LAHLOU, 2004; RADUNZ, 2004; SACCHETTI et
al., 2005).

Outras caracteristicas dos 6leos essenciais sdo:
e Sabor: geralmente &cido e picante;

e Cor: quando recentemente extraidos s&o geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados, sendo poucos o0s Oleos encontrados
coloridos, a exemplo do 6leo de Matricaria chamomila L. de colaracdo

azulada, pelo seu alto teor de azuenos;

o Estabilidade: em geral, os O6leos essenciais ndo possuem boa

estabilidade, principalmente na presenca de luz, ar, calor e umidade;

e A maioria dos Oleos essenciais possui indice de refracdo e séo
opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificacéo e
controle de qualidade (RADUNZ, 2004).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de componentes. Os
constituintes destes 6leos s&o principalmente monoterpenos e sesquiterpenos que
sdo hidrocarbonetos com a formula geral (CsHg)n. Os componentes oxigenados
derivados destes hidrocarbonetos incluem 4alcoois, aldeidos, ésteres, éteres,
cetonas, fendis e Oxidos. Estima-se que existam mais de 1.000 estruturas de
monoterpenos e 3.000 estruturas de sesquiterpenos. Outros componentes incluem

fenilpropanos e sdo compostos especificos possuindo na estrutura enxofre ou
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nitrogénio (SVOBODA; HAMPSON, 1999; LORENZO, 2002; GUEDES et al., 2004;
TURNER; CROTEAU, 2004).

Centenas de novas substancias naturais estdo sendo isoladas e
identificadas todos os anos, mas os dados referentes a suas atividades biologicas
sdo conhecidas, muitas vezes, apenas para um exemplar. Em determinadas plantas,
como M. x villosa Hudson, um constituinte pode predominar, como € o caso da
rotundifolona que pode atingir de 55,5% a 63.5% do volume total do 6leo essencial,
dependendo da regido de cultivo ou do periodo de coleta. J& em outras espécies,
pode acontecer que ndo exista um componente majoritario predominante. No
entanto, predomina um equilibrio de varios componentes, como no caso do 0leo
essencial de Origanum marjorana L. (orégano), cujos componentes individuais
representam de 0,1 a 10% do volume total do 6leo. A presenca de tracos de
componentes, muitas vezes ainda nao identificados, pode influenciar o odor, sabor
e, possivelmente, a atividade biolégica do 6leo essencial (SVOBODA; HAMPSON,
1999; LORENZO, 2002; GUEDES et al., 2004; TURNER; CROTEAU, 2004).

A possibilidade da utilizac@o dos 6leos essenciais esta sendo evidenciada
agora, mas suas atividades bioldgicas ja sdo conhecidas por séculos, embora seus
mecanismos de acdo ainda ndo estejam totalmente elucidados. Geralmente, suas
acOes resultam de efeitos combinados dos componentes ativos e inativos. Estes
compostos inativos podem influenciar a taxa de absorcao, diversidade das reacdes e
biodisponibilidade dos componentes ativos. Diversos componentes ativos ainda
podem possuir efeitos sinérgicos entre si. Para aumentar a complexidade dos 6leos
essenciais, algumas pesquisas a respeito de suas composi¢cdes mostram que
mesmo variagdes genéticas intraespecificas da espécie vegetal podem alterar o teor
do principio ativo presente no 6leo. Além disso, outros fatores como clima, solo,
época e forma de cultivo, tipos de adubacéo, uso de agrotoxicos, irrigagédo, tempo e
condicdes ambientais, forma de colheita, proveniéncia do material da planta para
extracdo (seco ou fresco), técnica de extracdo, padrbes de variacdo geogréfica,
pressdo atmosférica e campos magnéticos afetam a composicdo dos O6leos
essenciais podendo provocar alteracdes na sua atividade bioldégica (PORTE;
GODOY, 2001; BASER, 2002; OZEL; OZGUNVEN, 2002; INNECCO et al., 2003;
SIMOES; SPITZER, 2003; RADUNZ, 2004; AFLATUNI, 2005; CRIVEANU;
TARALUNGA, 2007; NASCIMENTO et al., 2007; SILVA; BITTENCOURT, 2007).
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Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, como pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) e em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Podem
ainda estar estocados em outros 6rgdos como flores, frutos, cascas dos caules,
raizes, rizomas ou sementes (Figura 14 a e b) (SHARMA; SANGWAN; SANGWAN,
2003; RADUNZ, 2004; AFLATUNI, 2005; PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR;
IGNACIMUTHU, 2006).
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Figura 14. a) Estruturas glandulares secretoras de Oleos essenciais em plantas
aromaticas b) Estrutura secretora mais comum no género Mentha.
Fonte: http://iwww.ice.mpg.de/usrpers/chcr2083/web/ore2.htm

As plantas produtoras de Oleos essenciais possuem estruturas
especializadas chamadas glandulas de 6leos essenciais. Um tipo de tricoma
glandular capaz de secretar e armazenar estes Oleos. Quando presentes sdo 0s
sitios primarios da biossintese dos 6leos essenciais. Nas espécies de Mentha, esta
estrutura foi observada na superficie das folnas em ambos os lados (Figura 15)
(LANGE et al., 2000; TURNER; GERSHENZON; CROTEAU, 2000; SHARMA;
SANGWAN; SANGWAN, 2003; RAMOS et al., 2005; SACCHETTI et al., 2005).
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Figura 15. Microfotografia de estruturas glandulares secretoras de
Oleos essenciais em Mentha piperita.
Fonte: http://www.herbalgram.org/files/images/peppermint.html

De um modo geral, as espécies apresentam épocas especificas em que
contém uma maior quantidade de substéancias ativas em seus tecidos, podendo esta
variacdo ocorrer tanto no periodo de um dia como em épocas do ano (REIS;
MARIOT; STEENBOCK, 2003; BERTINI et al., 2005; RAMOS et al., 2005;
POTZERNHEIM et al., 2006; CARVALHO-FILHO et al., 2006).

A diversidade e o grande numero de substancias encontradas nos 6leos
essenciais € que determinam a ampla variedade de acdes farmacoldgicas. As
propriedades dos Oleos essenciais sdo variadas. Por exemplo, o mentol da hortela-
pimenta (Mentha piperita) possui acdo expectorante e antisséptica; o timol e o
carvacrol encontrados no tomilho (Thimus vulgaris) e no alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) sdo antissépticos; o eugenol do cravo da india (Syzygium aromaticum) &
um anestésico local e analgésico; e o0 ascaridol, presente no mastruco
(Chenopodium ambrosioides), é vermifugo (AFLATUNI, 2005; MARTINS, KOGA-ITO
& JORGE, 2002; MELO & RADUNZ, 2004; RADUNZ, 2004; PRABUSEENIVASAN,
JAYAKUMAR & IGNACIMUTHU, 2006).

Baseado em um estudo de Sharma, Sangwan e Sangwan (2003), foi

observada a génese de monoterpenos na glandula de 6leo essencial de M. arvensis,
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a partir de Microscopia Eletronica por Varredura (MEV) (Figura 16). Verificaram-se
trés fases distintas: a) fase pré-secretoria, b) fase secretéria e a c¢) fase poés-
secretéria. A fase secretéria foi considerada como a fase de producdo da
biossintese de monoterpenos. Esta fase, de rapida expansao, estava intimamente

ligada ao desenvolvimento/ crescimento da folha.

Figura 16. Estudos de desenvolvimento da folha de Mentha arvensis em diferentes
estagios da glandula secretora de 6leo essencial. De a) até d) (40x magnificacdo) e
de e) até f) MEV. a) Largo espaco subcuticular visivel no topo da glandula secretéria.
Neste espaco é que se estocard o0 6leo produzido, b) Pequena gota de 6leo
armazenada no espac¢o subcuticular, ¢) Espaco subcuticular cheio de o6leo, d)
Ruptura da cuticula da glandula, e) Glandula na fase poés-secretora (800x) e f)
Glandula com a cuticula rompida para o extravasamento do 6leo essencial (800x)
(SHARMA; SANGWAN; SANGWAN, 2003).

Um estudo realizado por Buchbauer e Jirovetz (1994), mostrando a

bioatividade de 6leos essenciais, sugeriu que estes produtos inalados ou aplicados
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sobre a pele, atuavam devido as reagfes de suas fracdes lipofilicas com as porcoes
lipidicas das membranas celulares e, como resultado, modificavam a atividade dos
canais de célcio. As doses dos Oleos essenciais em certos niveis saturavam as
membranas e mostravam efeitos similares aos de anestésicos locais. Eles podem
interagir com as membranas celulares devido as suas propriedades fisicoquimicas e
estruturas moleculares, podendo influenciar enzimas carreadores, canais iGnicos e
receptores. Os autores descrevem varios estudos em relagdo aos efeitos fisiolégicos
em humanos como estimulante cerebral, ansiolitico, atividade antidepressiva como
também o aumento do fluxo sanguineo cerebral. Os estudos de Buchbauer e
Jirovetz (1994), ainda descrevem os efeitos dos odores na cognicdo, memodria e
humor. Os componentes volateis sdo absorvidos através da inalagcdo e sdo também

capazes de interagir com o sistema nervoso central.

Os componentes dos Oleos essenciais exercem atividade antibacteriana
por interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular por aumento da
permeabilidade e perda dos constituintes celulares; alteracdo de uma variedade de
sistemas enzimaticos, incluindo aqueles envolvidos na produgéo de energia celular e
sintese dos componentes estruturais e inativacdo ou destruicdo do material
genético. Estudos demonstraram ainda que, de maneira geral, as bactérias Gram-
negativas sdo mais resistentes a acao do 6leo essencial (LAMBERT et al., 2001;
RISTORI; PEREIRA; GELLI, 2002).

3.8.1. Constituintes quimicos e atividade biolégica do 6leo essencial da

Mentha x villosa Hudson

Os dleos essenciais das plantas tém sido avaliados historicamente por
suas propriedades medicinais, culinarias e fragrantes. Dentre os mais estudados,
estdo os que sdo constituintes das espécies vegetais do género Mentha, que
produzem alguns dos Oleos mais utilizados como o de M. x villosa Hudson e que
contém diversos compostos quimicos (LANGE et al., 2000; GRAYSON, 2000;
OUMZIL et al., 2002; SILVA; ALBUQUERQUE 2005; ZEINALI et al., 2005).

Matos et al. (1999), a partir do 6leo essencial obtido das folhas por arraste
a vapor d’'agua, identificaram através de cromatografia de camada gasosa acoplada

a espectrometria, os compostos descritos no Quadro 2. O constituinte majoritario é a
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rotundifolona, também conhecido como 6xido de piperitenona, isolada através de

métodos cromatograficos e identificada pelos dados espectrais de RMN'H, **C e
Espectrometria de Massa (MATOS et al.,, 1999; AL-ANKARI; ZAKI; AL-SULTAN,

2004).

Quadro 2: Compostos encontrados no 6leo essencial de M. x villosa Hudson

COMPOSTOS % ENCONTRADO
o-pineno 0,7
B-pineno 1,1
Sabineno 0,8
Myrceno 3,2
Limoneno 25
1,8-cineol 2,1

(Z2)-B-ocimeno 3,5

(E)-B-ocimeno 0,4

Linalol 0,4

Octil Acetato 0,7

Borneol 0,3

Oxido de piperitenona (rotundifolona) 55,5
- bourboneno 0,3
B-elemeno 0,5
Cariofileno 3,4
Cis-muurola-4(14), 5-dieno 1,3
a-humuleno 0,6
Trans-muurola-4(14), 5-dieno 1,4
(E)-B-farneseno 1,4
y-muuroleno 13,1
Biciclogermacreno 1,1
Germacreno A 0,6
Cis-calameneno 0,3
d-cadineno 0,3

1, 10-di-epi-cubenol 0,5
T-muurolol 0,4

Fonte: MATOS et al. (1999)

A avaliacdo farmacolégica do 6leo essencial da Mentha sobre o sistema

nervoso central em camundongos, mostrou sedacdo e ptose palpebral. O 6leo

essencial sobre a musculatura esquelética in vitro em musculo sartério de sapo

apresentou um efeito contraturante (DINIZ et al., 1998).
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Os efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de M. x villosa, foram
testados em ensaios combinados in vivo e in vitro em ratos normotensos, nao-
anestesiados. O 6leo induziu & uma hipotensdo dose-dependente, associados com o
decréscimo de batimentos cardiacos, sugerindo um mecanismo independente do
endotélio como o0 que se apresenta nos bloqueadores de canais de célcio (SOUSA
et al., 1997; GUEDES et al, 2004).

Um efeito vaso-relaxante, hipotensor e braquicérdico da rotundifolona foi
observado em ratos ndo-anestesiados, normotensos e hipertensos produzidos tanto
pelo 6éleo essencial como pela rotundifolona (LAHLOU et al., 2000; GUEDES, 2002;
GUEDES et al., 2002; LAHLOU et al., 2002).

O dleo essencial apresenta ainda atividade antimicrobiana contra de
bactérias e fungos patogénicos (SOUZA et al., 2004; BERTINI et al., 2005; RAMOS
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; LIMA et al., 2006).

Foi verificada a atividade antifingica do 6leo essencial de M. x villosa
sobre Fusarium spp, Candida spp e bactérias oportunistas no tratamento poés-
colheita de Cucumis melo (meldo Orange Flesh) (GADELHA et al., 2003).

3.8.1.1. Rotundifolona e seus anélogos sintéticos

A rotundifolona (Figura 17) € considerada uma cetona monoterpénica de
peso molecular igual a 166, 2199 e sua concentracdo no 6leo essencial pode variar
de 55,5% a 63.5%, dependendo da regido de cultivo ou do periodo de coleta
(RAVID; PUTIEVSKY; KATZIR, 1994; MATOS et al, 1999; GUEDES, 2002;
LORENZO, 2002; GUEDES et al., 2004; TURNER CROTEAU, 2004; ARRUDA et al.,
2006).

Figura 17: Rotundifolona
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A rotundifolona, componente majoritario do 6leo essencial, apresentou
atividade relaxante sobre a musculatura lisa intestinal em ensaio realizado in vitro
com ileo de cobaia (SOUSA et al., 1997).

Em um estudo feito com o vetor da malaria Anopheles stephensi (Diptera:
Anophelinae), a rotundifolona apresentou atividade tdxica, repelente e retardante da
reproducéo destes insetos (TRIPATHI et al., 2004).

A rotundifolona esta incluida na categoria agente flavorizante para
alimentos (CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006; WHO, 2006).

Os analogos sintéticos da rotundifolona (Figura 19) s&o: epoxi-
limoneno, epoxi-pulegona, epoxi-carvona e (+)-pulegona, foram sintetizados para

este estudo.

0 0
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Figura 18: a) Rotundifolona; b) Epoxi-limoneno; c) Epoxi-pulegona; d) Epoxi-carvona;
e) (+)-Pulegona

Ainda sdo poucas as pesquisas realizadas com estes analogos da
rotundifolona e, consequentemente, poucos artigos sdo encontrados na literatura
especializada e nas bases de dados virtuais como LILACS, MEDLINE e
NAPRALERT.

O limoneno € um componente do 6leo essencial de diversas frutas citricas
e espécies da familia Lamiaceae. Pode oxidar-se a R-(-) carvona, cis- e trans-
isbmeros de o6xido de limoneno. Os oOxidos de limoneno s&o utlizados como
componentes promotores da penetracdo de farmacos na pele, como a indometacina,

especialmente quando misturados, em solugéo, ao etanol (AROMATHERAPY, 2006)
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O oxido de limoneno apresentou efeito nematicida sobre Meloidogyne
sp., matando cerca de 80% da populacdo deste nematdide que infestam raizes de
hortalicas (DUSCHATZKY et al., 2004).

Verificou-se também para o D-limoneno, propriedades anticarcinogénicas
in vivo quando administrados subcutaneamente em ratos com tumores de pulmao
(AROMATHERAPY, 2006).

O limoneno, pulegona e seus Oxidos possuem efeitos tdxicos em
insetos seja por efeito de contato, via sistema respiratério (efeito fumigante) e via
aparelho digestivo (ingestéo). Estes compostos se mostraram tdxicos para acaros
como Oligonychus umunguis (VIEGAS—JUNIOR, 2003; EMEA, 2005;
AROMATHERAPY, 2006).

O efeito inseticida do limoneno e seus derivados tém sido observados em
pulgas de cées e gatos, tendo um efeito tdxico potente para todos os estagios de
vida, da pulga de gatos (Ctenocephalides felis), incluindo as pulgas malation-
resistentes. O (+)-limoneno reduziu significativamente o tempo de vida de ninfas de

baratas domésticas, evitando a chegada destas a fase adulta (IBRAHIN et al., 2001).

O potencial alelopético de 47 monoterpendides, incluindo epoxi-limoneno,
carvona e (+)-pulegona, foi avaliado como inibidores de crescimento para sementes
de Lactuca sativa (Alface). Dentre os componentes mais ativos, destacaram-se dois
estereoisdmeros da carvona, inibindo mais de 85% da germinagdo (VOKOU et al,
2003). A carvona e analogos foram investigados ainda como repelentes para o 4caro
dos pinheiros (Hylobius abietis), sendo ativos em baixas concentragbes (>ED50)
(SCHLYTER, et al., 2004). Testada em larvas de Aedes aegypti (terceiro estadio
larvar) em ensaio preconizado pela OMS, se mostrou bastante ativa (CL50= 43,8
ppm) (SIMAS et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local dapesquisa
As atividades de pesquisa foram desenvolvidas nos Laboratérios de
Micologia (CCS/UFPB), Genética Microbiana (CCEN/UFPB) e Microbiologia
(LAC/UEPB), onde funciona o Laboratério de Pesquisas em Atividades

Antimicrobianas do Programa de Qualificagéo Institucional — PQI da UEPB.

4.2. Produtos testados
As substancias testadas foram obtidas no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF/UFPB) e gentilmente cedidas pelo prof® Dr. José Maria Barbosa
Filho (6leo essencial de Mentha x villosa Hudson e seu componente majoritario
rotundifolona) e pelo prof°® Dr. Damido Pergentino de Sousa (analogos sintéticos da

rotundifolona).

4.2.1. Material botanico
Foram utilizadas folhas frescas da Mentha x villosa Hudson (horteld da
folha mitda), da familia Lamiaceae, ja identificada e registrada no Herbario Lauro
Pires Xavier (Departamento de Sistemética e Ecologia do Centro de Ciéncias Exatas
e da Natureza/ UFPB) e coletadas no Horto de Plantas Medicinais do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB). A
espécie esta registrada no Herbéario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do

Ceard, Fortaleza - CE sobre o n°® 14.996.

4.2.2. Processamento do material vegetal
O material vegetal destinado a extracdo do Oleo essencial, foi coletado no
periodo da manh&, para um melhor rendimento do processo extrativo. As folhas
frescas da Mentha x villosa Hudson, foram lavadas para a retirada de residuos e
particulas indesejaveis, numa média de 2kg por coleta, trituradas por processador

elétrico, a temperatura ambiente.
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4.2.3. Obtencéo do 6leo essencial de Mentha x vilosa Hudson

Foram utilizadas aproximadamente 2 Kg das partes aéreas e, em
seqguida, trituras por turbilhonamento em liquidificador. As folhas trituradas foram
acondicionadas em um baldo volumétrico de 06 litros contendo &gua destilada
suficiente para cobri-las. Em seguida, foram submetidas a um aquecimento em
manta aquecedora (Quimis), com termostato, até a ebulicdo da agua.

O processo extrativo se deu através de arraste por vapor de agua em
aparelho de Clevenger adaptado, segundo Wasicky (1963). O periodo de extracdo
durou em média 6 horas e foi obtido um Oleo de coloracdo amarelada e odor
caracteristico. O 6leo essencial obtido foi dessecado com sulfato de sédio anidro
(Vetec-Quimica Fina S/A) e armazenado em recipiente ambar, bem vedado e

conservado a uma temperatura constante de 0°C.

4.2.4. Isolamento da rotundifolona a partir do 6leo essencial de Mentha x
villosa Hudson.

Os processos de isolamento e identificagdo da rotundifolona foram
realizados conforme descrito por Hiruma (1993) e Matos et al. (1999).
Resumidamente, o 6leo essencial foi submetido a uma cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP), utilizando-se como eluente o Hexano P.A. (Vetec-
Quimica Fina S. A.). As placas cromatogréficas foram reveladas através de lampada
ultravioleta A 255nm (Modelo UV LS-25), mostrando assim a presenca de um
constituinte majoritario, a rotundifolona. A rotundifolona foi removida das placas
cromatograficas e posteriormente recuperada da silica gel por extragdo em
cloroférmio P.A. (Vetec-Quimica Fina S. A.). Numa etapa final, a rotundifolona teve
suas propriedades fisicas e espectrais comparadas com as amostras-padrdes
disponiveis no LTF/ UFPB.

4.2.5. Obtencao dos anélogos da rotundifolona
As substancias 6xido de limoneno (THOMAS; BESSIERE, 1989), 6xido de
pulegona (KATSUHARA, 1967) e epoxi-carvona (SANTOS et al., 1997) foram

preparadas como previamente descrito. (+)-Pulegona foi adquirido de Aldrich.
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4.2.6. Preparacao dos produtos

O odleo essencial, rotundifolona e seus analogos foram testados
inicialmente ndo diluidos. Para as emulsdes dos 6leos diluidos foram preparadas
concentragdes de 8% (200ul/ mL), 4% (100ul/ mL), 2% (50ul/ mL) e 1% (25ul/ mL)
de acordo com protocolo de Allegrini et al. (1976). Em tubos de ensaio esterilizados
(70 x 10mm) foram colocados 0,4 mL de cada produto, 0,04 mL de Tween 80 (Sigma
Chemical) e quantidade suficiente para 5 mL de agua destilada estéril. A emulséo foi
homogeneizada por 5 minutos em agitador Vortex, sendo entdo processadas
diluicbes seriadas a razédo de 2. Partindo-se do primeiro tubo, foi transferido 2,5 mL
para o segundo, no qual continha 2,5 mL de agua destilada estéril, seguido de
agitacdo e homogeneizagdo, e assim sucessivamente, até a Ultima diluicdo

correspondente a 1%.

4.3. Substancias
e Tween 80 (Sigma Chemical)
e Agua Destilada
e Solugéo salina (NaCl 0,85%)
e Antibitticos
- Tetraciclina (Lote: 1112, Fornecedor DGE. Origem: China)
- Penicilina G (Laborat6rio de genética de microrganismos da UFPB)
- Eritomicina Estolato (Lote: 200592, Fornecedor: AMT do Brasil. Origem: india)
- Estreptocimina sulfato (Lote: 826.545 Fornecedor: INLAB — Brasil)

- Discos de Antibiéticos (Cefar)

4.4. Espécies microbianas

Foram utilizadas neste trabalho, as espécies bacterianas: Staphylococcus
aureus meticilina-sensiveis (MSSA) ATCC 25923, S.aureus meticilina-resistentes
(MRSA), S. aureus 171C (origem humana), S. aureus 122U e 319U (de origem
animal), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
fungos leveduriformes do género Candida: C. albicans ATCC 76643, C. albicans LM
556, C. albicans LM 300, C. guilliermondii LM18, C. parapsilosis LM 10, C.
stellatoidea LM 01, C. stellatoidea LM 06, C. stellatoidea LM 018, C. tropicalis LM

124, C. tropicalis LM 556, Saccharomyces cerevisiae. Todas as cepas foram
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mantidas em agar-Mueller-Hinton (bactérias) e dgar Sabouraud Dextrose (leveduras)

a temperatura de 35°C e 4°C.

4.4.1. Isolamento e Identificagdo dos microrganismos

Para os ensaios foram utilizados os meios Agar Sangue, Agar Manitol
Salgado e Agar Mueller-Hinton (BBL-difco). O Agar Sangue foi utilizado para verificar
a pureza e a capacidade hemolitica das cepas bacterianas e o Agar Manitol Salgado
para verificagdo da capacidade de utilizacdo do manitol pelas cepas de S.aureus. O
Agar Mueller-Hinton foi utilizado para a realizagdo do Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos-TSA, por ser o meio de cultura padrdo de acordo com Bauer et al.
(1966) e NCCLS (2002).

As cepas de S. aureus de origem humana e ambiental, utilizadas nesse
trabalho foram adquiridas e identificadas por métodos microbioldgicos tradicionais,
pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB e
pelo Setor de Bacteriologia da Diagnose-Clinica de Andlises Especializadas — LTDA,
Campina Grande-Pb. As cepas de origem animal foram doadas da cole¢céo do
Laboratorio de Genética da UFPB e as cepas ATCC foram adquiridas através da
PROBAC do BRASIL. As leveduras foram obtidas no Laborat6rio de Micologia da
Universidade de Sdo Paulo /SP, Universidade Federal da Paraiba /PB e Instituto
Adolf Lutz /S&o Paulo.

Para a identificagdo bioquimica das cepas de S.aureus, foram realizados
testes rotineiros para detectar a produgdo das enzimas catalase, coagulase e
DNAse além de observar a utilizacdo do manitol (fermentacdo e oxidacao) e a
producdo de hemolise em Agar Sangue.

Para as leveduras foram selecionadas cepas de C. albicans, isoladas de
amostras clinicas de pacientes portadores de infec¢des superficiais e/ou profundas.
Os cultivos foram realizados em Agar Sabouraud Dextrose (ASD), incubados a 35°C
e observados por um periodo de 2 a 3 dias, a fim de evidenciar o crescimento
fungico. As caracteristicas macromorfolégicas, microscopicas e bioquimicas dos
cultivos foram estudas e identificadas conforme rotina em laboratério de micologia

de acordo com a chave de identificacdo proposta por GUEHO et al. (1994).
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4.4.2. Preparo da suspensao microbiana

Para as bactérias, durante a realizagcdo do ensaio, as cepas foram
mantidas em meio Agar Mueller-Hinton (difco) e repicadas para caldo Brain Heart
Infusion - BHI (BBL-difco) e incubadas a 37°C/24 horas. ApOs este periodo,
procedeu-se o semeio pela técnica de estrias (para obtengéo de coldnias isoladas)
em placas de Agar Sangue, que foram incubadas a 37°C/24 horas. Com relagéo a
obtencdo do in6culo bacteriano, foram selecionadas 3 a 5 colénias semelhantes as
quais foram transferidas para 5,0mL de caldo BHI e incubadas a 37°C durante 24
horas. Apos este periodo, foi feito o subcultivo, transferindo 50ul do indculo inicial
para 30mL de caldo Mueller-Hinton, incubando-o & 37°C/1h de modo a produzir uma
leve turvacdo, de densidade visualmente equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland, obtendo-se assim um inéculo de concentragdo aproximada de 10°
UFC/mL. Essa suspenséo, foi semeada no tempo maximo de 15 a 20 minutos apés
sua preparagao (BAUER et al., 1966; DRUTZ, 1987; CLEELAND; SQUIRES, 1991;
NCCLS, 2002).

Quanto as leveduras, as culturas foram mantidas em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) a 35°C durante 24-72 horas. A suspenséo de levedura foi preparada
e padronizada em solucdo de cloreto de sodio a 0,85% estéril. Foi obtida uma
suspensao com turvagédo comparativa com a do tubo 0,5 da escala de McFarland. A
mesma foi ajustada no espectrofotbmetro (Leitz-Photometer 340-800), para conter
aproximadamente uma concentracdo final de 10° UFC/mL (CASALS, 1979,
FROMTLING; PUI-YU; SHADOMY, 1983; PLEMPEL et al.,, 1986; CLEELAND;
SQUIRES, 1991; ELLIS, 1994; NCCLS, 2002).

4.5. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagdo das atividades
biologicas dos produtos em questdo foram: Blood Agar Base (BAB), Agar Sangue
(AS), Agar Manitol Salgado (AMS), Agar Mueller-Hinton (AMH), Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e Caldo Mueller-Hinton (CMH), para as espécies bacterianas e Agar
Sabouraud Dextrose — ASD para as leveduras. Estes meios de cultura, todos da
DIFCO Laboratories LTDA/ Detroit foram preparados conforme as informagdes

recomendadas pelo fabricante.
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4.6. Metodologia

4.6.1. Determinacgao da atividade antimicrobiana — screening

Para a realizagéo dos ensaios de atividade antimicrobiana — screening foi
usado o método de difusdo em meio sélido, processo cavidade-placa conforme os
protocolos de BAUER et al., (1966); CLEELAND; SQUIRES (1991); HADACEK;
GREGER (2000); NCCLS (2002).

Para realizagéo do teste de difusdo, foram utilizadas placas de Petri (90 x 15
mm) descartaveis, estéreis, contendo 20mL do meio de cultura Agar Mueller-Hinton,
que foram inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie (BAUER et al.,
1966; NCCLS, 2002) (Figura 20), com auxilio de “swabs” estéreis mergulhados na
suspenséo contendo o inoculo, se eliminando o excesso de liquido por pressdo nas
paredes do tubo. O inoculo foi semeado em toda a superficie do meio, de modo a se

obter um crescimento uniforme e semi-confluente.

Incubacéo
] n-ll il O
. - > -
i o © ©)
HEE B
dits o O
Placa contendo meio de o
cultura Placa contendo Zonas de |n|p|gao
cavidades de 6mm de indicam atividade
diametro + antimicrobiana
6 50ul dos produtos
"Swab" com o in6culo: 10~ UFC/mL - incubadas 24h/37°C

tubo 0,5 da escala de Mac Farland

Figura 19. Técnica de difusdo em meio soélido, processo cavidade-placa (NCCLS,
2002).

As placas foram colocadas para secar, durante 3 a 5 minutos, antes de se
fazer as cavidades de 6 mm cada, com o auxilio de perfuradores descartaveis
estéreis. Em cada cavidade foi adicionado 50ul do 6leo essencial, rotundifolona e
andlogos em suas concentragdes iniciais, para verificar a presengca ou ndo de
atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2000). Em paralelo, foi feito o controle com
0S microrganismos e droga padrdo cloranfenicol (30 pg/mL) para bactérias e

cetoconazol (50 ug/mL) para leveduras. Todo o sistema de ensaio foi incubado a
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temperatura de 37°C por 24 horas (bactérias) e 24-48 horas (leveduras) (HADACEK;
GREGER, 2000).

Decorrido o tempo de incubacgao, foi feito a leitura e interpretagéo dos
resultados. Foi considerado positivo o produto que inibiu o crescimento microbiano
produzindo halos de inibigcdo igual ou superior a 10 mm de diametro. Cada ensaio foi
realizado em triplicata, para cada cepa selecionada. O resultado final foi
determinado pela média aritmética do tamanho (mm) dos halos de inibicdo, dos
valores obtidos nos trés ensaios (DROUET; DUPONT, 1978; WONG-LEUNG, 1988;
SAKAR, 1988).

4.6.2. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracéo

Bactericida Minima (CBM) e Concentracédo Fungicida Minima (CFM)

Os testes para a determinacdo da CIM, da CBM e CFM foram realizados
por difusdo em meio solido, processo cavidade-placa conforme os protocolos de
Bauer et al (1966); Cleeland; Squires, 1991; Hadacek; Greger (2000); NCCLS
(2002).

As placas de Petri (90x15 mm), contendo 20mL do meio de cultura agar
Mueller-Hinton, foram inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie, com
auxilio de "swabs" estéreis mergulhados na suspenséo bacteriana para retirar o
indculo. E no caso das leveduras, utilizou-se o meio de cultura agar Sabouraud
dextrose. Em cada placa foram feitas cavidades, de 6 mm de diametro, com o auxilio
de perfuradores descartaveis estéreis. Nesses orificios foram colocados 50ul dos
produtos, que foram diluidos no solvente utilizado na sua preparacéo (agua destilada
+ tween 80), nas concentragdes de 200ug/mL, 100pug/mL, 50pg/mL e 25ug/mL., para
verificar a presenga ou nao de atividade antimicrobiana. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas e ap0s este periodo, foram medidas, as zonas de inibicdo, em
milimetros. Cada ensaio foi realizado em triplicata, para cada cepa selecionada. O
resultado final foi determinado pela média aritmética do tamanho dos halos de
inibicdo (mm) dos valores obtidos nos trés ensaios.

A CIM e a CFM foram consideradas como a menor concentragcdo do produto
que inibiu o crescimento visivel dos microrganismos apos 24h/37°C de incubacéo

para bactérias e 24-48h/35°C, para as leveduras. A CBM foi considerada como a
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concentracdo do produto imediatamente anterior a da CIM (CLINICAL
MICROBIOLOGY PROCEDURES HANDBOOK, 1992; NCCLS, 2002).

4.6.3. Determinacao da cinética bacteriana

Foram determinadas as curvas de morte do 6leo essencial de M. x villosa
Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre amostras selecionadas de S.
aureus, estabelecendo-se que a concentracao utilizada relacionada a CIM, em
diferentes tempos de incubacgéo, segundo o método proposto pelo documento M26-
A do NCCLS (1998).

As amostras foram inoculadas em caldo nutritivo (BHI), incubadas a 37°C
por 18 a 24h. Apoés este periodo, foram cultivadas, transferindo-se 50 pl do indculo
inicial para 50 mL de caldo Mueller-Hinton, e incubando-o a 37°C/1h de modo a
produzir uma leve turvacéo, de densidade visualmente equivalente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland, com concentragao final de 10°% UFC/mL. Transferiu-se 9,0mL
desta cultura bacteriana e adicionou-se 1.0mL do produto a ser testado e no tubo
controle foi adicionado 1,0 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram mantidos na
estufa a 37°C por 24 horas, e aliquotas foram retiradas apés 2, 4, 6, 8, 10, 24 e 48
horas de incubacdo e semeadas em BAB. A leitura das placas foi efetuada apés
incubacéo por 24/48 horas, pelo método padrdo de contagem em placas (Figura 21).

A interpretacdo dos resultados se deu da seguinte forma: para uma
substancia ser considerada como bactericida devera decrescer 3 Logio a partir do
log da concentragdo de microrganismos que se iniciou o experimento (inoculo). Se
decrescer 1 a 2 logy, sera considerada bacteriostatica (HOSGOR-LIMONCU;
ERMERTCAN; COSAR, 2003; PESSINI et al., 2003; SALMERON et al., 20086).
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Figura 20. Fluxograma da cinética bacteriana
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4.6.4. Determinacao da cinética fungica

Foram determinadas as curvas de morte microbiana ap6s adi¢cdo do
6leo essencial de Mentha x villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos
sobre a amostra selecionada, Candida albicans ATCC 76643, estabelecendo-se
concentracdo utilizada relacionada a CIM, em diferentes tempos de incubacéo,
segundo o método proposto pelo documento M26-A do NCCLS, (1998).

As amostras foram inoculadas em caldo Sabouraud e incubadas a
35°C/24h. Apo6s este periodo, foram subcultivadas, transferindo-se 50 uL do inéculo
inicial para 50 mL de caldo Sabouraud, incubando-o a 35°C/1h de modo a produzir
uma leve turvacao, de densidade visualmente equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland, com concentracdo final de 10° UFC/mL. Transferiu-se 9,0 mL desta
cultura fangica para um tubo teste (T) e um tubo controle (C), adicionando-se 1.0mL
do produto a ser testado no tubo T e 1,0 mL de agua destilada estéril, no tubo C.
Placas de agar Sabouraud dextrose (ASD), foram imediatamente semeadas com
0,1 mL dessas suspensdes fungicas, usando-se algas calibradas estéreis. As placas,
previamente identificadas em T e C (Tempo Oh) foram incubadas a 35°C/24-48h. Os
tubos T e C foram mantidos na estufa a 35°C por até 48 horas, e aliquotas foram
retiradas apos 2, 4, 6, 8, 10, 24 e 48 horas de inoculacdo das substancias e
semeadas em placas de ASD, as quais foram lidas apés incubagao por 35°C/24-48
horas, pelo método padréo de contagem em placas (Figura 22).

A interpretacdo dos resultados se dara da seguinte forma: para uma
substancia ser considerada como fungicida devera decrescer 3 Log,o a partir do log
da concentragdo de microrganismos que se iniciou o experimento (inoculo). Se
decrescer 1 a 2 logi, sera considerada fungistatica (CANTON; PEMAN, 1999:
ERNST et al., 2002; TAKEMOTO; YAMAMOTO; UEDA, 2006).
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Fazer diluices seriadas em NaCl 0,85%
(10 ... 10)

Semear 100 pL de cada diluicéo
em placas ASD
(To = Tempo O e a cada 2h)

Semear 100 pL de cada diluicdo em placas
ASD
(To = Tempo 0) e a cada 2h

Incubacao (24h —
A

Leitura e contagem
do N° de UFC/mL

Figura 22. Fluxograma da cinética fungica

48h/35°C)
y

Leitura e contagem
do N° de UFC/mL
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4.6.5. Determinagcdo da caracterizagdo fenotipica dos padrbes de resisténcia
aos antimicrobianos

A determinagdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos
(Antibiograma) foi realizada pelo método de disco-difusdo (BAUER et al., 1966)
usando-se discos de antibidticos da Cefar, seguindo-se as recomendacfes do
fabricante e do NCCLS (2002).

As cepas de S. aureus 319U e 122U foram selecionadas para este estudo
por terem seu perfil plasmidial, de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados
previamente determinados por Pereira & Siqueira, (1995) através da concentracao

inibitéria minima (CIM) pelo método da diluicdo em placas (NCCLS, 2002).

4.6.6. Avaliagdo da atividade curagénica

A avaliagéo da atividade curagénica a partir dos produtos testados sobre
S.aureus, resistentes a drogas, foi determinada utilizando-se o valor médio da CIM.
Todas as amostras bacterianas foram inoculadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, DIFCO) a 37°C por 18-24 horas e diluidas 100 vezes no mesmo meio
adicionado da concentracdo subinibitéria (1/2 CIM) de cada produto ensaiado. Apos
incubagdo a 37°C/24horas, sob agitacdo, as culturas foram convenientemente
diluidas em solucdo salina esterilizada (NaCl 0,85%) e aliquotas de 0,1mL
semeadas em BAB (Blood Agar Base, DIFCO) para determinacdo do titulo
(concentragdo em que cresceram nas placas 30 a 300 colbnias). A perda da
resisténcia a drogas foi determinada por réplica para meios de cultura, acrescidos de
cada antibiotico estudado (LEDEBERG E LEDEBERG, 1952; PEREIRA, 2000). As
confirmacbes da ocorréncia de eliminagdo de plasmideos nas variantes
possivelmente curadas foram em placas com meio sélido (BAB) contendo os

antibioticos selecionados: Penicilina e Eritromicina (Figura 23).



AMOSTRA MICROBIANA
(Cepa estoque)

v Repique

Caldo BHI
(5,0 mL)

L 18 — 24h/37°C

Suspensédo Bacteriana

v Preparo do Inéculo

INOCULO BACTERIANO
(10,0 mL de caldo M.Hinton + 1,0mL do produto [1/2CIM] a ser
testado +0,1 ml da Suspensé&o bacteriana )

l Incubacao 24h/37°C em BM com agitacéo

Dilui¢&o do In6culo em NaCl 0,85%
(O 10

Plagueamento em BAB das diluicdes, usando
50ul e 100 pl do cultivo bacteriano

l Incubacéo (24h/37°C)

Escolher a melhor diluicdo pra leitura e contar N°
de UFC/mL. Determinar a placa matriz

A4

“Imprint”
(a partir da placa matriz em BAB + antibiotico)

l Incubacéo (24h/37°C)

e Leitura da placa “Imprint” (comparar com a placa matriz e observar
se houve cura)

e Determinar o % de colbnias curadas

Selecionar as “variantes” (possivelmente
curadas).Confirmar a “cura”
(semeando em BAB com antibiético)

|

Estocar as “variantes” curadas para realizacéo de
novos testes (CIM e/ou Eletroforese)

Figura 23. Fluxograma da avaliagéo da atividade curagénica
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Experimentos controles para a determinagdo de eliminagcdo espontanea
de plasmideos foram realizados anteriormente por Pereira e Siqueira (1995),
utilizando o método da diluigdo em placas caldo e por eletroforese em gel de
agarose apos lise com lisostafina (GOERING; RUFF, 1983).

4.6.7. Avaliagao darelagéo estrutura-atividade

O estudo da estrutura-atividade foi realizado observando-se a relagdo da
mudanc¢a na molécula de rotundifolona e a variagdo da sua atividade antimicrobiana,

em detrimento das mudancas estruturais (ARRUDA et al., 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao da atividade antimicrobiana

A presenca de substancias que atuam como antibiéticos, nas plantas, vem
despertando interesse desde a descoberta da penicilina. Varias pesquisas, desde
entdo, foram realizadas com o objetivo de confirmar a utilizagdo empirica de plantas
medicinais. Os componentes dos 6leos essenciais exercem atividade antibacteriana
por interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular por aumento da
permeabilidade e perda dos constituintes celulares; alteracdo de uma variedade de
sistemas enzimaticos, incluindo aqueles envolvidos na produgéo de energia celular e
sintese dos componentes estruturais e inativacdo ou destruicio do material
genético. Estudos demonstraram ainda que, de maneira geral, as bactérias Gram-
negativas sdo mais resistentes a acdo do 6leo essencial (LAMBERT et al., 2001;
RISTORI; PEREIRA; GELLI, 2002).

Os oleos essenciais obtidos de espécies vegetais do género Mentha séo
bastante populares e largamente utilizados na preparagcdo de produtos humanos e
veterinarios. O 6leo essencial de M. x villosa é reconhecido pelos seus constituintes
como limoneno, carvona, pulegona, mentol e rotundifolona. Tanto o 6leo como 0s
seus componentes biologicamente ativos sé&o investigados pelas suas propriedades
antimicrobianas. Diversas pesquisas indicam que os 6leos essenciais do género
Mentha possuem atividade biolégica contra diversas bactérias e fungos (OUMZIL et
al., 2002; OZEL; OZGUNVEN, 2002; SARTORATTO et al., 2004; MOUNCHID et al.,
2005).

Nesta pesquisa, foi feita uma avaliacdo da atividade antimicrobiana do
6leo de Mentha x vilosa Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos. Estes
produtos foram avaliados frente as bactérias S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e uma cepa de MRSA (171C) de clinica humana.
Para os fungos, foram utilizadas cepas de C. albicans ATCC 76645 e outras de
origem laboratorial. O Quadro 3, apresenta o comportamento das amostras de S.
aureus com o intuito de conhecer o perfil de sensibilidade frente a quinze

antimicrobianos usados rotineiramente na clinica humana e veterinaria. Observa-se
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que a cepa ATCC foi sensivel a todos os produtos testados e que S. aureus 171C
apresentou resisténcia multipla a sete dos produtos testados, sendo considerada
MRSA. Todas as cepas foram sensiveis a vancomicina, gentamicina,
ampicilina/sulbactan, ciprofloxacino, clindamimicina e cloranfenicol. Este estudo
prévio de perfil de sensibilidade, permitiu mostrar que a diversidade fenotipica das

cepas em relagdo aos antimicrobianos tradicionais, foi independente da sua origem.

Quadro 3. Comportamento das Cepas de S. aureus frente aos antimicrobianos.

ANTIMICROBIANOS RM
3
=} O m (o] —
S 198 g|le| 8| || E|88ae S| E|8 8| 5] 8
w | |8 |T|=|2 £ |c|2|SEEE | 2|5 E| B
o || E|Gc| S| E|T| | E|lgecl 3| E|L|E| S| B
© S|lo| | 2| 8| 8| L|&|cojag = | 8| 5| 2|al| =
8| S| E| 3| &8| 5/ 06| E|GISEEZ S| E|5|N| &| =
- TR S O SE< §|0|o|<| 8| %
O wn
122U R|R|S|R|S s|S|s|s|Ss|s|s|[s|Il[s] 3
39U R| 1 |S|R|S|s|S|[s|S|s|[s|[S|s|s|s]|2
1I7C|R|R|R|R|S|R|I1|S|R|[S|[S|[S|[S|R[s]| 7
ATCC|S | S|S|S|S s|s|S|[s|s|s|[s[s|s|s]| o
25923

Legenda: S=sensivel, I=intermediario, R=resistente, U=lUbere, C=clinica, RM= resisténcia mdultipla

O dleo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos “in
natura”, ndo apresentaram nenhum poder de inibicdo de crescimento sobre P.
aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922. Estes dados confirmam os
resultados obtidos por ARIDOGAN et al (2002) usando 6leo essencial de M. piperita
e as mesmas cepas deste estudo (P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC
25922) (Tabela 1). E também aqueles resultados confirmados por SARTORATTO et
al (2004), sobre a auséncia de atividade do 6leo essencial de espécies de Mentha
sobre P. aeruginosa (Schroeter) ATCC13388 e E. coli CCT0547, que corroboram
esta investigacdo e levando-se a crer que este seja um comportamento para estes
produtos testados.

Foi verificado em outro estudo por Michelin et al (2005) a atividade
antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de M. pulegium para as mesmas
cepas ATCC deste estudo e apresentando resultados similares, mostrando ser este

um possivel comportamento do género, mesmo nao se utilizando o 6leo essencial.
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Possivelmente, a ndo-formacao de halos de inibicdo para a P. aeruginosa
ATCC 27853, deve-se ao fato de que esta bactéria apresenta uma estrutura de
parede celular mais complexa, estando o peptidioglicano recoberto por uma
membrana externa lipopolissacaridica que reduz a permeabilidade de alguns
antibidticos (MARTINS, 2005). Esta membrana externa, composta de
lipopolissacaridios, cuja superficie € normalmente aniénica devido a presenca de
proteinas acidas e dos grupos carboxila e fosfato da camada lipopolissacaridica,
formando uma barreira de permeabilidade que confere protegcdo contra a agéo de

agentes toxicos (HELANDER; MATTILA-SANDHOLM, 2000).

Um estudo de Mann et al. (2000), utilizando a polimixina B nonapeptidio
como agente permeabilizante de membrana em células de P. aeruginosa, verificou a
acdo do p-cimeno e y-terpineno sobre este microrganismo, demonstrando a
ineficacia destes compostos na auséncia de um agente permeabilizante. Além disso,
eficientes sistemas de efluxo expulsam o antimicrobiano de dentro da célula,
conferindo resisténcia e aumentando a CIM a exemplo de vérios agentes como
quinolonas, aminoglicosidios, dentre outros (LENSKI, 1998; LIVERMOORE, 2001,
MARTINS, 2005).

A utilizagdo do oleo essencial de M. x villosa tanto na terapéutica como
nos estudos experimentais in vitro e in vivo demonstram a sua atividade biol6gica,
embora seus mecanismos de agdo ainda sejam pouco elucidados. As suas acdes
resultam possivelmente, dos efeitos sinérgicos dos componentes ativos e inativos do
Oleo. A rotundifolona, componente majoritario, exerce papel fundamental nestas
atividades como definido no estudo de Al-Ankari; Zaki; Al-Sultan (2004).
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Tabela 1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. x villosa
Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos, frente a microrganismos
de origem ambulatorial e cepas ATCC.

Produtos testados - In natura

il - L - -
= S e > 9 S ®
o 0 Q .,,C_) o Q E 15 8
Microrganismos 2 S E 3 S El =

@ o = = Q. =

o) x o o w &

Halos de inibicdo (mm)
P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0 0
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 0
%2}
& s, aureus ATCC 25923 18 16 15 15 14 13 9o
@

g S. aureus 319U 16 15 13 14 15 13 20
@ s aureus 122U 16 14 12 12 14 14 19
S. aureus 171C (MRSA) 17 16 16 13 15 16 18
C. albicans ATCC 76645 17 15 16 15 13 16 22
C. albicans LM 556 23 0 10 10 12 11 16
C. albicans LM 300 21 0 10 11 13 11 18
C. guillermondii LM 18 23 23 20 15 10 19 20
@ C. parapsilosis LM 10 18 0 12 0 0 10 14
§ C. stellatoidea LM 01 21 24 17 18 13 22 20
§ C. stellatoidea LM 06 22 0 11 0 10 10 18
C. stellatoidea LM 18 20 17 12 0 10 12 22
C. tropicalis LM 124 17 18 11 11 12 20 16
C. tropicalis LM 556 19 23 13 10 12 20 17
S. cerevisae 15 18 14 17 13 16 18

Ja para a E. coli ATCC 25922, pode-se supor que a ineficacia dos
produtos, além das caracteristicas de parede celular, préprias da bactéria, a
presenca de fatores de viruléncia como plasmidios, transposons e integrinas e um
eficiente processo de efluxo do antimicrobiano do meio intra-celular para o meio
extra-celular, sdo fatores que podem contribuir para o aumento da defesa/resisténcia
desta cepa. Um estudo feito por Imai et al. (2001), também verificou a falta de
atividade do 6leo essencial de M. piperita L, M. spicata L e M. arvensis L, além de

guatro componentes majoritarios dos 6leos extraidos destas espécies (incluindo-se



84

aqui a rotundifolona) frente a cepa de E. coli O157:H7. Embora a cepa testada n&o
seja a desta investigagdo, pode-se compara-la pelo perfil e particularidades comuns
ao género Escherichia e corroborando esta investigacdo (LENSKI, 1998; MA,
CHANG, 2004; SAENZ et al., 2004; ERB et al., 2007).

Em relacdo as cepas de S. aureus, observou-se que todos os produtos
apresentaram atividade antibacteriana, determinada pela presenca de zonas de
inibicdo de crecimento com diametros que variaram de 13 mm ((+)-pulegona) a 18
mm (6leo essencial de M. x villosa) para a cepa de S. aureus ATCC 25923. Os
menores halos observados foram os de epoxi-limoneno e epoxi-pulegona para a
cepa de S. aureus 122U (12 mm), epoxi-limoneno e (+) — pulegona para a cepa de
S. aureus 319U (13 e 14mm respectivamente) e epoxi-pulegona para a cepa S.
aureus 171C (MRSA) (13 mm). Este fato pode ser justificado pelo comportamento
individual de cada cepa e pela presenca de diferentes genes de resisténcia
plasmidial e/ou cromossomial que determinam, além dos fatores de viruléncia, a
resisténcia aos agentes antimicrobianos (TRABULSI et al., 1999). Este fato também
foi observado no estudo de Imai et al (2001) ao testar cepas de MRSA e MSSA com

comportamentos similares aos encontrados nesta investigacao.

Todos os produtos apresentaram atividade antifingica frente a cepa de C.
albicans ATCC 76645, apresentando zonas de inibicdo que variaram de 13 mm
(epoxi-carvona) a 17 mm (M. x villosa). Ainda em relacdo a C. albicans ATCC 76645,
0 Oleo essencial de M. x villosa foi o produto que apresentou a maior zona de
inibicdo. Este fato ocorre, possivelmente, porque o 6leo essencial encerra nele
mesmo, diversos compostos quimicos que podem interagir de forma sinérgica/
potencializadora, tornando este produto com alto poder de atividade antimicrobiana
(CARSON et al., 1995; OZEL; OZGUVEN, 2002; MOUNCHID et al., 2005). Outro
fator que também poderia ser estudado e considerado seria em relagédo a habilidade
de difuséo do produto no meio de cultura e a sua volatilidade, que pode favorecer

em algumas situacdes o diametro das zonas de inibigcao.

A cepa menos sensivel aos produtos testados foi C. parapsilosis LM10. J&
as mais sensiveis foram C. albicans ATCC 76645, C. guilliermondiil LM18, C.
stellatoidea LM 01, C. tropicalis LM 124, C. tropicalis LM 556 e S. cerevisae. C.
parapsilosis LM10 tem sido reportada em alguns estudos (DERESINSKY et al.,
1995; D’ANTONIO et al., 1996; BENJAMIN-JR et al., 2000; SARVIKIVI et al., 2005)
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como uma cepa emergente em relacdo & sua multiresisténcia. Estudos
subsequientes com esta cepa poderdo elucidar este comportamento singular diante

dos produtos testados.

Ainda em relagédo aos fungos testados, os produtos mais ativos foram o
6leo de Mentha x villosa, epoxi-limoneno e a (+)-pulegona. E o produto menos ativo

foi a rotundifolona.

Os resultados deste estudo em relacdo a estrutura-atividade
antimicrobiana da rotundifolona e seus analogos mostraram que o epoxi-limoneno e
(+)-pulegona  apresentaram atividade antimicrobiana similares, divergindo
discretamente somente em relagdo aos tamanhos dos halos de inibicdo. Estes
resultados demonstraram que todos os compostos avaliados apresentam perfil de
promissores antimicrobianos e que tanto o grupo carbonilico quanto o epdxido
possivelmente contribuiram para a atividade antimicrobiana do monoterpeno
rotundifolona. Também observou-se que a presenca de um grupo epoéxido exociclico
adjacente a carbonila na estrutura da epoxi-pulegona ndo potencializou a agéo
antimicrobina em relacdo a (+) — pulegona e a rotundifolona. De acordo com Ohno
(2003), as diferencas existentes na atividade do 6leo essencial justificam-se pelos

seus subprodutos devido a relagéo estrutura-atividade.

A presenca de um anel cetbnico na molécula epoxicarvona em uma
porcao diferente da molécula original rotundifolona, como também a presenca de um
Gnico grupo epdxido e a auséncia do grupo cetona na molécula de epoxilimoneno
podem ser, possivelmente, fatores que interferem na atividade antimicrobiana,
guando avaliadas em funcdo do tamanho dos halos de inibicdo. Entretanto, n&o se
pode determinar a atividade antimicrobiana de um produto, somente em funcéo da
auséncia/presenca de zonas de inibicdo, como também s6 em fun¢@o do tamanho

desta zona.

O epoxi-limoneno foi reportado em um estudo in vitro de Vaddi et al.
(2003), como um produto de alta penetrabilidade na derme e, inclusive, facilitando a
penetracdo de substancias quimicas através de membranas celulares, sendo
responsavel em 100% dos testes, pela ruptura da bicamada lipidica. As pesquisas
publicadas por Cox et al. (1998) e Preeti et al. (2004), demonstraram que a atividade

antimicrobiana do limoneno e epoxi-limoneno, origina-se em parte, de sua habilidade
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para romper ou penetrar as estruturas lipidicas e em aumentar a permeabilidade da
membrana a ions como o potassio. Isto sugere que compostos terpendides que sdo
microbiologicamente ativos, podem afetar a perda de potdssio das células
microbianas, levando a morte celular. Pode-se conjecturar, a sua destacada acao

antimicrobiana neste ensaio dever-se a esta acao na parede celular microbiana.

5.2. Avaliagdo da concentracao inibitéria minima (CIM), concentracéo

bactericida minima (CBM) e concentracéo fungicida minima (CFM).

A avaliacdo da CIM e da CBM do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e analogos sintéticos, frente a cepas de S. aureus estio apresentados
na Tabela 2. A CIM foi considerada como a menor concentracdo do produto que
inibiu o crescimento visivel dos microrganismos apés 24h/37°C de incubacéo para
bactérias e 24-48h/35°C, para as leveduras. A CBM foi considerada como a

concentragdo do produto imediatamente anterior a da CIM.

Estudos de Sartoratto et al. (2004) e Mounchid et al. (2005), vém
corroborar atividade antimicrobiana do género Mentha sobre bactérias e fungos, fato

este observado nesta investigagao.

Em relagdo a avaliacdo da concentragcdo inibitéria minima (CIM) para
bactérias, foram utilizadas apenas as substancias mais ativas, que foram testadas
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figura 24), S. aureus 171C MRSA de
origem humana e duas cepas com perfil plasmidial de resisténcia a antibi6ticos

conhecidos (S. aureus 319U e 122U) de origem animal.

Observa-se que todos os produtos apresentaram CIM para a diluicdo de
50ul/ mL. Nenhum dos produtos testados apresentou atividade na concentragdo de

25ul/ mL.
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Figura 23: Atividade antimicrobiana e avaliacdo da CIM e
CBM do 6leo essencial de M. x villosa Hudson (E) e
Rotundifolona (D) nas concentracdes: “in natura” (1),
200 (2), 100 (3), 50 (4) e 25ul/ mL (5) sobre S. aureus ATCC
25923

O efeito evidenciado do 6leo essencial sobre as cepas estudadas, pode
ser atribuido a totalidade dos componentes presentes neste 6leo. Os Oleos
essenciais que possuem atividade antimicrobiana geralmente contém uma alta
percentagem de compostos fendlicos, como é o caso do 6leo essencial de M. x
villosa e cujo mecanismo de acdo pode ser similar a de outros fenéis como alteracao
na membrana citoplasmatica, interferéncia nas bombas de préton, efluxo de
eletrdlitos, transporte ativo e coagulacao do conteudo celular. O acumulo de terpeno,
incluindo a rotundifolona, aumenta a permeabilidade a protons em células de S.
aureus, tendo como resultado a diminuicdo ou dispersdo da bomba de préton
(DORMAN; DEANS, 2000).

Levando-se em conta as relagdes de estrutura-atividade, a presenca de
um Unico grupo epodxido e a auséncia do grupo cetona na molécula do epoxi-

limoneno, a presenca do anel cetdbnico na molécula de epoxi-carvona em uma
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posicdo diferente da molécula original (rotundifolona), podem ser fatores que

influenciem a diminuigédo da CIM para estes produtos.

A presenca de um grupo epoxido exociclico adjacente a carbonila na
estrutura da epoxi-pulegona possivelmente, pode ter influenciado na diminuicdo da
CIM em relacdo a (+) — pulegona e a rotundifolona. A relagdo estrutura-atividade
verificada nesta pesquisa é corroborada pelos estudos de Oumzil et al. (2002) que
observou o mesmo comportamento destes compostos frente a 19 espécies de S.

aureus, e 3 espécies de C. albicans.

A (+) — pulegona € um produto que faz parte da via biossintética de
monoterpenos no género Mentha (TURNER; CROTEAU, 2004). E utilizada na
Comunidade Européia como flavorizante de alimentos, além da utilizacdo na
medicina herbal de produtos que a contém (chés, capsulas, shampoos, cremes, géis
dentre outros). Devido a sua alta toxicidade, o Committee on Herbal Medicinal
Products (EMEA, 2005) da referida Comunidade, estabeleceu um alerta dos 6rgaos
de farmacovigilancia para os produtos e/ou derivados dos Oleos essenciais de
Mentha spp. Tal toxicidade pode justificar uma maior CIM deste produto em relagao

a epoxi-pulegona, determinada também em estudos in vivo (EDRIS, 2007).

Além da relacéo estrutura-atividade para os produtos que apresentaram
as menores CIMs, deve-se levar em conta também as particularidades fenotipicas
de cada cepa (319U e 122U) testadas.
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Tabela 2. Avaliacdo da CIM e da CBM do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e analogos sintéticos frente a bactérias

4 Microrganismos testados
Q
O~ 0 %) %) %)
© oo = o = o | >
= (GNP IS <
Produtos testados c E Sogw 2 Sg 3 2
23 ZEBL I~ x < I N
2= . LN = = , ™ _
8 00} 00} b 09} 09}
Halos de inibicdo (mm)
200 18 17 16 16
Oleo essencial de M. x 100 13 13 13 14
villosa Hudson 50 10 11 11 10
25 0 0 0 0
200 16 16 15 14
. 100 14 13 13 13
Rotundifolona 50 11 10 10 10
25 0 0 0 0
200 15 16 13 12
o 100 13 15 12 12
Epoxi-limoneno 50 10 11 10 10
25 0 0 0 0
200 15 13 14 12
) 100 14 12 13 11
Epoxi-pulegona 50 11 10 10 10
25 0 0 0 0
200 14 15 15 14
) 100 12 14 12 11
Epoxi-carvona 50 10 11 10 10
25 0 0 0 0
200 13 16 13 14
(+) - pulegona 100 12 15 10 11
puieg 50 11 10 10 10
25 0 0 0 0

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos da avaliagdo da CIM para leveduras e

da CFM do éleo de M. x villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos. A

CFM foi considerada como a menor concentracdo do produto que inibiu o

crescimento visivel dos microrganismos apos 24-48h/35°C de incubagéo, para as

leveduras. A CBM foi considerada como a concentragdo do produto imediatamente

anterior a da CIM

Para a cepa de C. albicans ATCC 76645 e a cepa de S. cerevisiae, tanto

o Oleo essencial de M. x villosa quanto a rotundifolona e seus analogos sintéticos,

apresentaram CIM de 50ul/ mL, sendo estas as cepas com maior sensibilidade deste
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experimento. Para as demais cepas, observa-se a ocorréncia de variagdes diversas

para a CIM.

A cepa mais resistente, portanto com maiores valores de CIM foi a cepa
de C. parapsilosis, apresentando CIM de 100ul/ mL para o dleo de M. x villosa e CIM
de 200pl/ mL para epoxi-limoneno e (+)-pulegona, ndo sendo inibida pelos demais
produtos. Para as 11 cepas laboratoriais testadas, os produtos que apresentaram a
maior frequéncia da CIM de 50ul/ mL foram o 6leo essencial de Mentha x villosa
(90% - 10 cepas), rotundifolona (63, 63% - 07 cepas) e a (+)-pulegona (54,54% - 06
cepas). Ja para a CIM de 200ul/ mL os produtos com maior frequéncia foram epoxi-
carvona (63,63% - 07 cepas) e epoxi-limoneno (54,54% - 6 cepas).

Tabela 3. Avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo

Fungicida Minima (CFM) do oleo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus anélogos sintéticos sobre leveduras.

Microrganismos

~~
= ® o ©
E'g g8 53 g2 <=z § 8
=2 0 w & 3 = = 3 Jd »
0 |<_( = = = 82} = — © S S ©
o o) - - io] %) © © 1) — _I %)
Produtos 0 = S % S O @ QO B o ) >
o c 3 S 9 T T o4 = = )
testados I To g = € &< © S ®o & 5] =
= (&) © © = Q = = o} (&) (&) [«)
g 38~ ¢ £ § ¢ ~OE - IE EE I
&) © © © =] o 5D 5D 0 = = 0
S 8 § . o)) E & & o) = =
z o o Gy © G O O o
Halos de inibigdo (mm)
200 17 23 21 23 18 21 22 20 17 19 15
100 13 17 15 18 12 16 17 16 12 15 14
Oleo essencial 50 11 12 11 13 0 11 10 10 10 10 11
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 15 0 0 23 0 24 0 17 18 23 18
100 14 0 0 18 0 19 0 14 16 17 16
Rotundifolona 50 11 0 0 13 0 13 0 10 10 11 11
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 16 10 10 20 12 17 11 12 11 13 14
100 14 0 0 16 0 13 0 0 12 0 12
Epoxi-limoneno 50 11 0 0 11 0 10 0 0 0 0 10
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 15 10 11 15 0 18 0 0 11 10 17
100 12 0 0 11 0 12 0 0 0 0 14
Epoxi-pulegona 50 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 13 12 13 10 0 13 10 10 12 12 13
100 11 0 0 0 0 10 0 0 0 0 12
Epoxi-carvona 50 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 16 11 11 19 10 22 10 12 20 20 16
(+) - pulegona 100 14 0 10 13 0 16 0 0 15 17 14
50 11 0 0 10 0 12 0 0 11 13 11
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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5.3. Cinética bacteriana

O crescimento de uma populagdo microbiana € estudado por analise da
respectiva curva de crescimento. Quando os microrganismos sdo cultivados em um
sistema fechado, as concentracfes de nutrientes sofrem um declinio enquanto
aumentam as concentragdes dos produtos de degradacdo. O crescimento dos
microrganismos que se reproduzem por fissdo binéria pode ser representado
graficamente como o logaritmo decimal do niumero de células versus o tempo de
incubagéo. A curva resultante caracteriza-se por quatro fases distintas: fase de
arranque, fase exponencial de crescimento, fase estacionaria e fase de morte. As
curvas de morte ou mortalidade-tempo proporcionam uma informag&o sobre a agéo
de um produto em relagdo a um microrganismo, mostrando se este produto possuli
perfil de bactericida ou bacteriostatico (DEVER; JORGENSEN; BARBOUR, 1992;
VISCONTI, 2002; HOSGOR-LIMONCU; ERMERTCAN; COSAR, 2003; PESSINI et
al., 2003; SALMERON et al., 2006).

Nesta pesquisa, verificamos a intervencdo do Oleo essencial de M. x
villosa Hudson, rotundifolona e analogos sintéticos sobre a cinética bacteriana das
cepas S.aureus ATCC 25923, S.aureus (171C — MRSA), S.aureus 122 U e S. aureus
319 U. A cepa 171C foi selecionada, devido ser uma cepa MRSA. As duas Ultimas
cepas foram selecionadas para este estudo por terem o perfil plasmidial de
resisténcia a antimicrobianos e metais pesados conhecidos sendo previamente
determinados por Pereira; Siqueira (1995) e utilizadas no ensaio da cura de

plasmidios.

A Tabela 4 e o Grafico 1, apresentam a cinética bacteriana da cepa
MRSA (171C) sobre o 6leo de M. x villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos
sintéticos. Verifica-se que todos os produtos inibiram o crescimento bacteriano em

tempos diferentes e todos séo bactericidas para esta cepa.

Observa-se que o crescimento da cepa, em relagdo a (+)-pulegona,
decresceu quatro logs na quarta hora (2,90x10%) e cessando de crescer (morte) na
sexta hora. Desta forma, sendo o produto com o melhor desempenho para este
ensaio. O 6leo essencial de M. x villosa Hudson e a rotundifolona influenciaram o
crescimento bacteriano, decrescendo trés logs na quarta hora (2,1Ox103 e 1,10x103),
ocorrendo a morte na sexta e oitava hora, respectivamente. A epoxi-carvona

conseguiu que a cepa decrescesse seu crescimento em trés logs na sexta hora
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(1,10x10%) e com morte na oitava hora. Para o epoxi-limoneno e a epoxi-pulegona, a
cepa decresceu trés logs em tempos diferentes (oitava hora (2,10x10% e décima
hora (1,30x10°) respectivamente). Mas ambas s6 conseguiram inibir totalmente o
crescimento na leitura das vinte e quatro horas. Em relagdo a estrutura-atividade da
rotundifolona e seus analogos, a (+)-pulegona foi o produto com maior desempenho
e a auséncia da molécula de oxigénio exociclico, possivelmente, influenciou a queda

de quatro logs de crescimento na quarta hora.

A atividade bioldgica de M. x villosa Hudson nas amebiases, giardiases e
tricomoniases foi investigada por Borba (1988), Melo et al. (1992), Matos (1998),
Matos (1999) e Silva et al. (2006). Todos relataram que esta atividade contra essas
protozooses ocorre, provavelmente, devido a presenga do composto (+)-pulegona,
encontrado no 6leo essencial. Estes dados validam esta pesquisa quando verifica-se
que a (+)- pulegona apresentou 6timos desempenhos durantes 0s ensaios de
cinética realizados.

Resultados semelhantes a este estudo também foram encontrados em
pesquisa feita por Imai et al. (2001), em que Oleos essenciais de trés espécies do
género Mentha inibiram o crescimento de S. aureus ATCC 25923 e MRSA, dados
que vem validar esta investigacdo e a dindmica do MRSA frente ao dleo essencial

de M. X villosa Hudson.



93

Tabela 4. Cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona
e seus andlogos sintéticos sobre S. aureus MRSA (171C).

PRODUTOS UFC/ mL - Leitura em horas
50/mL

0 2 4 6 8 10 24 48
Controle de 6 7 g 8 10 11 9 9
Crescimento | 216x10°  3,00x10"  1,00x10° 500x10° 3,00x10° 1,00x10" 9,10x10°  800x10
Oleo 5 4 3 2
cssoncial 2,16 x10° 3,00 x10° 2,10x10° 1,00 x 10 0 0 0 0
Rotundifolona 2,16 x10° 1,00 x 10* 1,10 x 10° 0 0 0 0 0
Epoxi- 2,16x10° 2,00x10° 2,80x10° 292x10° 2,10x10° 3,10 x 10 0 0
limoneno ’ ’ ’ ’ ’ ’
Epoxi- 2,16x10° 4,16 x10° 1,40x10° 3,28x10° 2,40x10° 1,30 x 10° 0 0
pulegona
Epoxi- 216x10° 120x10° 4,00x10° 1,00 x 10° 0 0 0 0
carvona
() - 2,16 x10° 7,30 x10* 2,90 x 10° 0 0 0 0 0
Pulegona

Legenda: (0) =

Grafico 1. Cinética bacteriana do 6leo essencial

N&o houve crescimento

de M. x villosa Hudson,

rotundifolona e seus anélogos sintéticos sobre S. aureus MRSA (171C).
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Na Tabela 5 e no Gréfico 2, estdo representados o perfil da cinética
bacteriana da cepa S. aureus ATCC 25923 frente aos produtos testados. Observa-
se que todos os produtos inibiram o crescimento bacteriano em tempos diferentes,
sendo todos bactericidas nesta concentracdo para esta cepa. O 6leo essencial de
Mentha x villosa Hudson, rotundifolona e a (+)-pulegona foram os produtos que
apresentaram melhor desempenho na interferéncia do crescimento bacteriano,
decrescendo trés logs na quarta hora (6,30x10° 1,00x10° e 2,00x10°
respectivamente). Verifica-se ainda que a rotundifolona e a (+)-pulegona inibiram
totalmente o crescimento visivel na sexta hora enquanto que o 6leo essencial de M.

x villosa Hudson s6 inibiu totalmente na oitava hora.

Em estudo de Imai et al. (2001), verificou-se a atividade antimicrobiana de
trés espécies de Mentha sobre a cepa S. aureus ATCC 25923, obtendo
comportamentos similares aos encontrados nesta investigagéo validando portanto,

este experimento.
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Tabela 5. Cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona
e seus analogos sintéticos sobre S. aureus ATCC 25923.

UFC/mL - Leitura em horas

Produtos
50ul/mL
0 2 4 6 8 10 24 48
Controle 2,57 x10° 6,00x10° 2,10x10" 4,00x10° 200x10" 1,00 x10” 2,40x10” 2,80 x 10°
Oleo Essencial 2,57 x10° 3,52x10"° 6,30 x10° 7,00 x 10° 0 0 0 0
Rotundifolona 2,57 x10° 2,00 x10* 1,00 x 10° 0 0 0 0 0
Epoxi-imoneno 2,57 x10° 6,90 x10° 2,20 x 10° 1,20 x 10* 2,00 x 10° 0 0 0
Epoxi-pulegona 2,57 x10° 2,84 x10° 1,00 x10° 1,36 x10* 1,20 x 10° 0 0 0
Epoxi-carvona 2,57 x10° 1,44x10° 1,550x10° 6,60 x10*° 9,40 x10° 1,50 x 10° 0 0
(+) - Pulegona 2,57 x10° 1,00 x10* 2,00 x 10° 0 0 0 0 0

Legenda: (0) = Nao houve crescimento

Gréafico 2. Cinética bacteriana do 6leo essencial de Mentha x villosa Hudson,
rotundifolona e anélogos sintéticos sobre a cepa S. aureus ATCC 25923.

—e—Controle de Crescimento —@—Mentha x vill. —a—Rotundifolona —e— Epoxi-limoneno —¥— Epoxi-pulegona —e— Epoxi-carvona —+—(+) - Pulegona
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A cinética bacteriana sobre S. aureus ATCC 25923 frente a rotundifolona é

apresentada na Figura 24.

Figura 24: Cinética bacteriana de S. aureus ATCC
25923 para a rotundifolona nos tempos 2h (A), 4h (B),
6h (C), 8h (D), 10h (E), 24h (F) e 48h (G).
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Os dados referentes a cinética bacteriana (curva de morte) de S. aureus
ATCC 25923 frente ao 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e
anélogos sintéticos, apés 15 dias de preparagdo destes, estéo registrados na Tabela
6 e Grafico 3. O interesse em realizar-se este experimento foi o de investigar a
integridade/ atividade destes produtos apds este tempo de preparacdo, mantendo-0s
em recipientes ambares, devidamente fechados e sob refrigeragdo durante este
periodo.

Observa-se que sO o 6Oleo essencial de M. x villosa Hudson manteve-se
com atividade, permanecendo o decréscimo de trés logs no crescimento bacteriano
na quarta hora, com total inibicdo na oitava hora, mantendo os mesmos parametros
do experimento anterior. Possivelmente, o sinergismo da totalidade dos
componentes encontrados no 6leo essencial tenha influenciado na estabilidade/
atividade deste. Fato ndo observado no seu componente majoritario, rotundifolona e

seus anélogos sintéticos.
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Tabela 6. Avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus anélogos sintéticos sobre S. aureus ATCC 25923,
apos 15 dias de preparacédo destes, para verificagdo da estabilidade.

PRODUTOS UFC/ mL - Leitura em horas
50ul/mL
0 2 4 6 8 10 24 48
Controle 1,37 x10° 5,12x10° 1,98x10° 3,50x10° 1,18x10° 2,50 x10? 3,10 x 10 2,70 x 10°
Oleo essencial 1,37 x10° 4,10 x10* 7,20x10° 8,13 x 10° 0 0 0 0

Rotundifolona 1,37 x10° 2,28 x10° 1,20x10° 3,50 x10" 1,10 x10° 2,44 x10% 3,00x10” 2,68 x 10°

Epoxi-imoneno 1,37 x10° 4,80 x10° 1,89 x 10" 3,31x10° 1,12x10° 2,39 x10%” 2,89x10% 2,66 x 10°

Epoxi-pulegona 1,37 x10° 5,00 x10° 1,93x10° 3,44 x10° 1,13x10° 2,47 x10® 2,97 x10% 2,50 x 10°

Epoxi-carvona 1,37 x10° 5,18 x10° 1,96 x10° 3,52x10° 1,10x10° 2,40 x10% 3,00 x 10 2,59 x 10°

(+) - Pulegona 1,37 x10° 3,2x10° 1,90x10" 3,50x10° 1,18x10° 2,49 x10? 3,49 x 10 2,69 x 10°

Legenda: (0) = Nao houve crescimento

Gréafico 3. Avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa
Hudson, rotundifolona e seus anélogos sintéticos sobre S. aureus ATCC
25923, apdés 15 dias de preparacdo destes, para verificagdo da
estabilidade.
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A Tabela 7 e o Grafico 4, apresentam os dados da avaliagdo da cinética
bacteriana (curva de morte) do 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona
e seus analogos sintéticos sobre S. aureus 122U. Verifica-se que todos os produtos
exerceram atividade sobre o crescimento bacteriano, sendo bactericidas na
concentracdo ensaiada. M. x villosa Hudson, rotundifolona e (+)-pulegona obtiveram
os melhores desempenhos, decrescendo trés logs na sexta hora (2,60x10°, 3,20x10°
e 2,20x10°, respectivamente), inibindo o crescimento totalmente a partir da oitava
hora. Observa-se ainda que estes produtos obtiveram ainda 0 mesmo
comportamento em relagdo ao log de crescimento/ tempo, comparando-se as suas
curvas. Os produtos epoxi-limoneno, epoxi-pulegona e epoxi-carvona, SO
conseguiram decrescer 3 logs na décima hora (1,50x103% 1,32x10° e 4,00 x 10°,
respectivamente). Observa-se ainda que estes produtos obtiveram ainda 0 mesmo
comportamento em relagdo ao log de crescimento/ tempo, comparando-se as suas

curvas.
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Tabela 7. Avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre S. aureus 122U

PRODUTOS UFC/ mL - Leitura em horas
50u/mL

0 2 4 6 8 10 24 48
Controle 3,60x10° 3,00x10° 1,00x10® 500x10° 3,00x10° 1,00x10" 9,10x10° 8,00 x 10°
Oleo essencial 3,60 x 10° 8,10 x10° 3,50 x10° 2,60 x 10° 0 0 0 0
Rotundifolona 3,60 x 10° 3,50 x 10° 3,90 x10° 3,20 x 10° 0 0 0 0
Epoxi-limoneno 3,60 x 10° 1,40 x10° 1,50 x10° 2,00x10° 3,00 x10* 1,50 x 10° 0 0
Epoxi-pulegona 3,60 x 10° 4,00 x10° 5,20 x10° 2,50 x10° 2,00 x 10* 1,32 x 10° 0 0
Epoxi-carvona 3,60 x 10° 2,40 x10° 3,10 x10° 6,00 x10° 4,34 x 10* 4,00 x 10° 0 0
(+) - Pulegona 3,60 x10° 4,00 x10° 4,80 x10° 2,20 x 10° 0 0 0 0

Legenda: (0) = N&o houve crescimento

Gréfico 4. Avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre S. aureus 122U

—e— Controle de Crescimento —a— Mentha x vill. —a— Rotundifolona —e— Epoxi-limoneno —— Epoxi-pulegona —e— Epoxi-canona —— (+) - Pulegona
1,0E+11 —

1,0E+10 // \
1,0E+09

1,0E+08 /

1,0E+07 /

1,0E+06

1,0E+05 \.\

1,0E+04 \ \

1,0E+03 \ \\

1,0E+02 \ \

\ \

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h

Log (UFC/mL)

Tempo (horas)




101

Na Tabela 8 e no Gréfico 5, estdo os dados referentes a Avaliacdo da
cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e seus
anélogos sintéticos sobre a cepa S. aureus 319U. Observa-se que os produtos com
melhor desempenho foram o éleo essencial de M. x villosa Hudson e a rotundifolona
gue conseguiram decrescer trés logs na oitava hora e inibir totalmente o crescimento
a partir da décima hora. A (+)-pulegona decresceu trés logs na décima hora e
inibindo totalmente na contagem realizada as 24 horas. Portanto, baseando-se
nestes dados, estes produtos sdo considerados como bactericidas. J& o epoxi-
limoneno, epoxi-pulegona e epoxi-carvona, ndo conseguiram decrescer os trés logs
para serem considerados bactericidas. Por decrescerem apenas de 1 a 2 logs,
mantendo-se assim até o tempo final do experimento, sdo considerados

bacteriostaticos, nesta concentracdo para a cepa ensaiada.
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Tabela 8. Avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre S. aureus 319U

PRODUTOS UFC/ mL - Leitura em horas
50ul/mL
0 2 4 6 8 10 24 48

Controle 2,27x10°  1,60x10° 4,00x10° 7,00x10° 2,40x10% 2,00x10" 1,00x10"° 2,20 x 10°
Oleo 6 5 5 4 3

. 2,27x10° 2,00x10° 1,80x10° 3,00 x10° 1,10 x 10 0 0 0
essencial
Rotundifolona 2,27 x10° 3,00 x10° 1,50 x10° 4,30 x10° 3,00 x 10° 0 0 0
Er‘:]g’r‘]'éno 2,27x10° 8,00x10° 9,00x10° 7,10x10° 6,20x10° 4,34x10° 1,30x10* 3,00 x 10*
Eglz’g;na 2,27x10° 320x10° 4,90x10° 6,30x10° 1,60x10° 4,20x10° 7,10x10* 2,20 x 10°*
Egr(\)/)(()ln A 227x10° 540x10° 1,40x10° 590x10° 430x10° 1,80x10° 1,00x10° 2,18 x 10°
(nglégona 2,27x10°  3,10x10° 3,00x10° 5,00x10° 2,00x10° 1,20 x 10° 0 0

Legenda: (0) = N&o houve crescimento

Grafico 5. Avaliagdo da cinética bacteriana do 6leo de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre S. aureus 319U
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5.4. Cinética fungica

Em micologia, os estudos de curva de morte ainda s&o escassos, devido
a que, até o ano de 1997, ndo se dispunha de uma metodologia de consenso e
estandartizada para a realizagdo e interpretagédo das provas de sensibilidade com os
antifangicos. Apos a publicagdo do método descrito no NCCLS (1998), o numero de
publicagdes com estudos de curva mortalidade-tempo aumentou desde entéo,
ajudando a padronizagdo das mesmas (CANTON; PEMAN, 1999: PFALLER;
SHEEHAN; REX, 2004).

As curvas de cinética microbiana (mortalidade/-tempo) proporcionam
informacdes sobra a dindmica da possivel acdo bactericida ou fungicida de um
produto. Utilizam-se, fundamentalmente, para o estudo de novos antimicrobianos e
para determinar, em alguns casos, 0 sinergisSmo ou antagonismo na combinagéo de
duas ou mais substancias quando ensaiadas conjuntamente. Os dados obtidos
ajudam a compreender parte do mecanismo de ac¢éo dos antimicrobianos (ERNST et
al., 2002; VISCONTI, 2002).

Na Tabela 9 e no Gréfico 6, estdo registrados os dados da Avaliacdo da
cinética fungica do 6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e analogos
sintéticos sobre C. albicans ATCC 76645. Esta cepa foi escolhida por ser uma cepa
padréo e de comportamento conhecido.

O oleo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona, (+)-pulegona e o
epoxi-limoneno foram os produtos considerados fungicidas. O 6leo essencial e a
rotundifolona obtiveram os melhores desempenhos na inibicdo do crescimento
microbiano. Decrescendo trés Logs, na quarta hora (9,00x103 e 1,00x10%
respectivamente). A (+)-pulegona conseguiu inibir o crescimento da cepa na sexta
hora e inibindo totalmente a partir da oitava hora. O epoxi-limoneno interferiu no
crescimento do fungo, decrescendo trés Logs na oitava hora, sendo verificada a
inibicdo total de crescimento na leitura de 24 horas. A epoxi-pulegona e a epoxi-
carvona conseguiram interferir no crescimento microbiano e se comportaram como

fungistaticos, tendo decrescido apenas em média de um a dois Logs.

A atividade antifingica do O6leo essencial de M. x villosa deste
experimento foi verificada sobre Fusarium spp, Candida spp e bactérias oportunistas

no tratamento pos-colheita de Cucumis melo (meldo Orange Flesh) (GADELHA et
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al., 2003). Estes dados vem corroborar a atividade encontrada neste trabalho para a

cepa fungica ensaiada.

As atividades bioldgicas da rotundifolona e anélogos sintéticos foram bem
descrita em investigacdes cientificas. Em estudo de Tripathi et al. (2004), a
rotundifolona, apresentou atividade toxica, repelente e retardante da reprodugéo de
Anopheles stephensi. Ja em investigagdo de Duschatzky et al. (2004), a epoxidagéo
do limoneno apresentou atividade nematicida sobre Meloydogyne spp. que € uma
praga comum do milho e hortalicas. Também foi investigada por Viegas-Junior,
(2003), Ibrahin et al. (2001) e a atividade inseticida dos analogos epoxi-limoneno e
(+)-pulegona, frente a &caros, baratas e pulgas de cdes e gatos, respectivamente.
Estes dados validam o desempenho destes produtos neste experimento, ja que o

possivel efeito fungicida também foi evidenciado para estes compostos.



105

Tabela 9. Avaliagdo da cinética fungica do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre C. albicans ATCC 76645.

PRODUTOS UFC/ mL - Leitura em horas
50ul/mL

0 2 4 6 8 10 24 48
Controle 1,20x10°  3,4x10° 570x10° 9,10x10° 8,70x10° 9,86x10"° 7,70x10° 8,00 x 10°
Oleo essencial 1,20 x10° 5,62 x10° 9,00 x10° 1,00 x 10° 0 0 0 0
Rotundifolona 1,20 x10° 3,40 x 10° 1,00 x 10° 0 0 0 0 0
Epoxi- 1,20x10° 2,70x10° 2,00x10° 7,00x10° 1,00x10° 2,22 x 10° 0 0
limoneno ’ ’ ’ ’ ’ ’
Epoxi-

1,20x10° 3,00x10° 3,10x10° 8,10x10° 6,20x10° 500x10*° 520x10* 6,10 x 10°
pulegona

Epoxi-carvona 1,20 x10°  7,00x10° 6,10x10° 4,20x10° 4,00x10° 9,20x10° 8,60x10° 9,56 x 10°

(+) - Pulegona 1,20 x10°  2,40x10° 1,00 x10* 2,12 x 10° 0 0 0 0

Legenda: (0) = N&o houve crescimento

Gréfico 6. Avaliacdo da cinética fungica do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e seus analogos sintéticos sobre C. albicans ATCC 76645.
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5.5. Eliminagdo de resisténcia a drogas pelo 6leo essencial de Mentha x
villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos

As linhagens de S. aureus 319U e 122U de origem bovina foram
submetidas ao tratamento com o 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e (+)-pulegona por terem sido os produtos com melhores
desempenhos nos ensaios de curva de morte para estas cepas. Estes produtos
foram utilizados na concentracdo subinibitéria (1/2 x CIM), de acordo com a técnica
de Pereira; Siqueira-Junior; Takaki (2004) para avaliar a atividade curagénica destas
substancias sobre plasmidios de resisténcia, sendo estas cepas selecionadas, por
possuirem um perfil plasmidial conhecido. Para todos os produtos testados, foi
utilizada a CIM de 50ul.

Nas Tabelas 10 e 11 observa-se os resultados da frequéncia da
eliminac&o de plasmidios resistentes a penicilina e eritromicina, pelo 6leo essencial

de M. x villosa Hudson, rotundifolona e seus analogos sintéticos.

Ao analisar estas tabelas observa-se que o0s produtos testados néo
apresentaram efeito frente a 122U e 319U para a marca de resisténcia a penicilina e
a eritromicina. Os produtos, mesmo em concentra¢gdes reduzidas (1/2 CIM) ainda
conseguiram inibir o crescimento visivel das cepas ensaiadas, ndo obtendo assim o
efeito curagénico esperado. Experimentos posteriores, realizados com
concentragdes mais baixas, poderéo elucidar melhor este efeito.

Quando dois ou mais tipos de plasmidios de resisténcia (R) estdo
presentes em uma mesma bactéria, os genes de um deles podem passar para outro
por recombinagdo génica: conjugacdo, transformagdo e transducdo. Esse
mecanismo faz com que surjam plasmidios R portadores de diversos genes para
resisténcia a diferentes antibidticos. Os plasmidios podem estar integrados no
cromossomo, sendo capazes de transferir genes cromossomicos. Muitos séo
promiscuos, isto é, passam o0 gene de resisténcia para espécies ndo aparentadas
geneticamente. A transferéncia de material genético entre microrganismos da
mesma ou de diferentes espécies, desempenha um papel importante na evolugéo de
resisténcia a drogas em bactérias. Sendo este apenas um dos mecanismos de

defesa utilizados pelos microrganismos para se defenderem, é de grande
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importancia a pesquisa de novos compostos para a prevencdo e/ou controle de

linhagens multiresistentes.

Tabela 10. Frequéncia de cura da marca de resisténcia plasmidial a Penicilina pelo
6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e (+)-pulegona em
linhagens de S. aureus.

N° de colbnias ensaiadas/ N°

Produtos _ _ % Frequéncia de cura
de variantes sensiveis
319U 122U 319U 122U
Oleo essencial 30/0 350/0 0,0 0,0
Rotundifolona 510/0 412/0 0,0 0,0
(+) - pulegona 45/0 60/0 0,0 0,0

Tabela 11. Frequéncia de cura da marca de resisténcia plasmidial a eritromicina pelo
6leo essencial de M. x villosa Hudson, rotundifolona e (+)-pulegona em
linhagens de S. aureus.

N° de colbnias ensaiadas/ N°

Produtos _ _ % Frequéncia de cura
de variantes sensiveis
319U 122U 319U 122U
Oleo essencial 30/0 350/0 0,0 0,0
Rotundifolona 510/0 412/0 0,0 0,0
(+) - pulegona 45/0 60/0 0,0 0,0

Esta investigagcédo se apresenta apenas como um ponto de partida. Tendo
em vista o potencial terapéutico e promissor apresentado pelo 6leo essencial de
Mentha x villosa Hudson, do seu constituinte majoritario rotundifolona e seus
analogos sintéticos, este estudo abre as portas para novos objetos de estudo, desde
a investigacao dos produtos testados frente a outras cepas, testes investigativos que
elucidem melhor o comportamento dos microrganismos resistentes, a elucidacdo
dos seus mecanismos de resisténcia e posteriores ensaios pré-clinicos e clinicos

para a possivel viabilizacdo destes produtos na terapéutica.



108

A transferéncia de material genético entre microrganismos da mesma ou
de diferentes espécies, desempenha um papel importante na evolucdo de
resisténcia a drogas em bactérias. Sendo esteapenas um dos mecanismos de
defesa utilizados pelos microrganismos para sua defesa. Neste sentido, € de grande
importancia a pesquisa de novos compostos para a prevencdo e/ou controle de

linhagens multiresistentes.

O Brasil possui todos os requisitos para estar a frente da grande revolugao
farmacéutica que ha alguns anos vem se desenhando no cenario mundial. A
biodiversidade do pais, o conhecimento etnobotanico e etnofarmacoldgico da
populacéo brasileira sdo vantagens importantes no processo de desenvolvimento de
programas e projetos de pesquisa de plantas medicinais, que devem ser fortalecidos
com maior apoio a pesquisa e conhecimento para viabilizar uma industria forte e
adequada de produtos naturais que ndao esteja em detrimento dos recursos
utilizados e potenciais, como agente de um desenvolvimento econdmico e social,

gue alcance um equilibrio com o ambiente.
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6. CONCLUSOES

No estudo sobre a atividade biol6gica do 6leo essencial de M. x villosa

Hudson, rotundifolona e analogos sobre microrganismos, curva de crescimento

microbiano e transferéncia plasmidial, conclui-se que:

Em relagdo as cepas de S. aureus testadas, verificou-se que estas foram

sensiveis ao 6leo essencial de M. x villosa, rotundifolona e analogos.

Os produtos testados ndo exerceram atividade microbiana frente as cepas de P.
aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922.

As cepas fungicas C. albicans ATCC 76645, C. guilliermondii LM18, C.
stellatoidea LM 01, C. tropicalis LM 124, C. tropicalis LM 556 e S. cerevisae se
apresentaram como as mais sensiveis aos produtos testados. Mas C.
parapsilosis LM10 foi a mais resistente aos mesmos. J4 os produtos mais ativos
foram o 6leo essencial de M. x villosa, epoxi-limoneno e a (+)-pulegona. O

produto menos ativo foi a rotundifolona.

Em relac@o a estrutura-atividade antimicrobiana da rotundifolona e analogos, foi
observado que o0 epoxi-limoneno e (+)-pulegona apresentaram atividade
antimicrobiana similares, divergindo discretamente em relagdo aos tamanhos das

zonas de inibigao.

Todos os produtos testados, apresentaram atividade antifingica frente a cepa de
Candida albicans ATCC 76645, sendo o 6leo essencial de M. x villosa, o produto

gue apresentou a maior zona de inibigao.

Para a cepa de C. albicans ATCC 76645 e a cepa de S. cerevisiae, 0 0leo
essencial de M. x villosa, rotundifolona e anélogos, apresentaram CIM de 50ul/

mL.

A cepa mais resistente foi a cepa de C. parapsilosis LM10, que apresentou CIM
de 100ul/ mL para o 6leo essencial de M. x villosa e CIM de 200ul/ mL para

epoxi-limoneno e (+)-pulegona, ndo sendo inibida pelos demais produtos.

Em relagdo a cinética bacteriana, todos os produtos inibiram S. aureus ATCC

25923 em tempos diferentes, sendo considerados possiveis bactericidas. Apds
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15 dias de preparacdo dos produtos para os testes, realizou-se nova cinética
para verificar a integridade/estabilidade das substéancias, sendo o 6leo essencial

0 Unico produto que manteve a a¢ao bactericida.

Os produtos testados inibiram o crescimento bacteriano de S. aureus (MRSA)
171C em tempos diferentes e todos com possivel efeito bactericida para esta

cepa.

Na avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e analogos sobre S. aureus 122U, foi verificado que, todos os
produtos exerceram atividade sobre o crescimento bacteriano, sendo

bactericidas na concentragéo ensaiada.

Na avaliacdo da cinética bacteriana do 6leo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona e analogos sobre S. aureus 319U, foi verificado que, o Oleo
essencial, rotundifolona e (+)-pulegona foram considerados como possiveis

bactericidas e os demais produtos como bacteriostaticos.

Para a avaliagdo da cinética fungica dos produtos testados sobre a cepa C.
albicans ATCC 76645, verificou-se que o Oleo essencial de M. x villosa Hudson,
rotundifolona, (+)-pulegona e o epoxi-limoneno foram os produtos considerados
possivelmente como fungicidas. A epoxi-pulegona e a epoxi-carvona
possivelmente conseguiram interferir no crescimento microbiano e se

comportaram como fungistéticos.

Verificou-se que os produtos testados ndo apresentaram efeito frente a S. aureus
122U e 319U para a marca de resisténcia a penicilina e a eritromicina. Os
produtos, mesmo em concentra¢cdes reduzidas (1/2 CIM) ainda conseguiram
inibir o crescimento visivel das cepas ensaiadas, ndo obtendo assim o efeito

curagénico esperado.
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