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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade biologica in vitro de 6leos
essenciais e fitoconstituintes sobre bactérias potencialmente envolvidas na
etiopatogénese da Endocardite Infecciosa. Nesse contexto, para 0S ensaios
biolégicos foram utilizados O6leos essenciais de Aloe vera L., Caryophyllus
aromaticus L., Eucalyptus globulus L., Eugenia uniflora L., Laurus nobilis L., Melissa
officinalis L., Mentha piperita L., Ocimum basilicum L., Origanum vulgare L.,
Pimpinella anisum L. e Rosmarinus officinalis L., além dos fitoconstituintes alfa-
pineno, beta-pineno, citral e eugenol frente as bactérias Escherichia coli, Eikenella
corrodens, Haemophillus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae e Streptococcus pyogenes. Todas as espécies bacterianas, Gram-
negativas e Gram-positivas, foram sensiveis ao L. nobilis e O. vulgare com halos de
inibicdo superiores a Penicilina G Cristalina e Gentamicina (grupo controle). A
atividade antibacteriana foi determinada pela medida da Concentracdo Inibitoria
Minima - CIM, e pelo nivel de resisténcia, verificadas através da curva de Cinética
Bacteriana. Os 0Oleos essenciais de L. nobilis (1,25 pL/mL) e O. vulgare (20 pL/mL)
se destacaram por apresentarem inibicoes de 80 % e 100 %, respectivamente,
frente as bactérias. Alfa-pineno (40 uL/mL), beta-pineno (40 pL/mL) e eugenol (1,25
puL/mL) inibiram 75%, 90% e 100% das cepas bacterianas, respectivamente. Todas
as espécies bacterianas ensaiadas se apresentaram resistentes ao citral. As curvas
de cinética bacteriana do S. aureus ATCC 6538 foram significativamente efetivas
frente a alfa-pineno (20 puL/mL), beta-pineno (20 uL/mL) e eugenol (10 pL/mL). Os

ensaios de toxicidade frente a A. salina foram considerados altamente ativos, com
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valores de CLso de 89,88 (L. nobilis), 14,91 (O. vulgare), 47,16 (eugenol) e 9,59 (alfa-
pineno) e foi demonstrado toxicidade sobre as larvas de A. aegypti, onde O. vulgare
e C. aromaticus mataram 100% das larvas em 24 horas. A efetiva atividade
bacteriana desses 6leos essenciais e fitoconstituintes, bem como sua citoxicidade,
possibilitam o seguimento de pesquisas com essas substancias naturais bioativas,

em busca de futuras terapias alternativas.

Palavras-chaves: 6leo essencial: endocardite infecciosa; atividade antibacteriana:

toxicidade.
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the in vitro biological activity of essential oils and
phytochemicals on bacteria potentially involved in etiopathogenesis of Infective
Endocarditis. In this context, for the biological tests were used essential oils of Aloe
vera L., Caryophyllus aromaticus L., Eucalyptus globules L., Eugenia uniflora L.,
Laurus nobilis L., Melissa officinalis L., Mentha piperita L., Ocimum basilicum L.,
Origanum vulgare L., Pimpinella anisum L. and Rosmarinus officinalis L., in addition
to fitoconstituintes alpha-pinene, beta-pinene, citral and eugenol front the bacteria
Escherichia coli, Eikenella corrodens, Haemophillus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae and Streptococcus pyogenes. All bacterial
species, Gram-negative and Gram-positive, were sensitive to L. nobilis and O.
vulgare with halos of inhibition exceeding Penicilina G Cristalina and Gentamicin
(control group). The antibacterial activity was determined by measuring the Minimum
Inhibitory Concentration - MIC, and the level of resistance, verified by the curve of
kinetics of bacterial. The essential oils of L. nobilis (1.25 pL/mL) and O. vulgare
(20uL/mL) was highlighted by submitting inhibitions of 80% and 100%, respectively,
off the bacteria. Alpha-pinene (40 pL/mL), beta-pinene (40 uL/mL) and eugenol (1.25
puL/mL) inhibited 75%, 90% and 100% of the bacterial strains, respectively. All
bacterial species tested came resistant to citral. The curves of kinetics of bacterial S.
aureus ATCC 6538 were significantly effective in the face of alpha-pinene (20
puL/mL), beta-pinene (20 pL/mL) and eugenol (10 pL/mL). Tests of toxicity front of A.
salina were considered highly active, with values of LCso of 89.88 (L. nobilis), 14.91

(O. vulgare), 47.16 (eugenol) and 9.59 (alpha-Pinene), and was shown on the toxicity



larvae of A. aegypti, where O. vulgare and C. aromaticus killed 100% of the larvae
within 24 hours. The effective bacterial activity of essential oils and phytochemicals
and its citoxicidade, enable the tracking of searches with these natural substances

bioactives, looking for future alternatives therapies.

Keywords: essential oil; infective endocarditis; antibacterial activity; toxicity.
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1 - INTRODUCAO

As infec¢des sao tdo antigas e complexas quanto a propria humanidade. No
Brasil, os primeiros relatos de infeccdo hospitalar, parecem ter como marco o ano de
1956, com estudos sobre esterilizacdo em material hospitalar e o uso inadequado de
antibioticos, tais como a penicilina; e tem sido crescente a necessidade de combater
a ascendente escalada das infec¢des, notadamente, as hospitalares (RODRIGUES
et al.,1997; BEOVIC, 2006).

As sindromes infecciosas tém demonstrado expressiva resisténcia bacteriana
frente aos antibidticos, fato esse ja destacado pela Sociedade Americana de
Cardiologia (American Heart Association - AHA) desde a versdo da Declaracéo
Universal dirigida as Diretrizes para o Tratamento da Endocardite Infecciosa,
publicada em 1995 e, que tem sido referendada pela comunidade cientifica, de
forma global e preocupante, nos anos subsequentes (WILSON et al., 1995; LEFORT
et al., 2000; BADDOUR et al., 2005; BEOVIC, 2006).

O Brasil, pela sua vasta biodiversidade vegetal, apresenta grande potencial
para descoberta e desenvolvimento de novas moléculas naturais e bioativas com
efeitos antibacterianos. InUmeras plantas sdo usadas como terapéutica medicinal em
vérias patologias, dentre elas as infec¢cbes bacterianas (ALVES et al., 2000). A
etnofarmacologia destaca a relacao efetiva dos 6leos essenciais com atividades anti-
sépticas no combate a bronquites, amigdalites, pneumonias e enterites bacilares
(BONSIGNORE et al., 1990; LAVABRE, 1992: ALMEIDA, 1993; SA et al., 1995;
CHALCHAT et al., 1999; LIMA, 2002; CHAMPS et al., 2003; GAYOSO, 2004, BURT,

2004; SOUZA, 2006).



A Organizacao Mundial de Saude (World Health Organization - WHO) relatou
que a maior parte da populacdo mundial, especialmente, Africa, Asia e América
Latina, extrai sua matéria-prima para a saude diretamente da natureza (WHO, 2002).
Estima-se, por exemplo, que a porcentagem da populacdo que utiliza tratamentos
nao convencionais, inclusive a fitoterapia, seja de 10% na Dinamarca, 33% na
Finlandia, 49% na Australia e 48% nos Estados Unidos da América (EUA) (CHAMPS
et al.,, 2003). No Brasil, o uso de plantas medicinais € enriquecido pela sua
biodiversidade, pela miscigenacdo das culturas e pelo elevado custo dos
medicamentos industrializados. Além disso, o emprego de um produto vegetal com o
propésito medicinal tem sua eficacia respaldada pelo uso tradicional, repassada
através de geracdes ou estabelecida em estudos de eficacia e seguranca (GUERRA;
NODARI, 2003).

As resisténcias ou multiresisténcia aos antimicrobianos sdo continuamente
comprovadas, principalmente pelo emprego desordenado de antibidticos sintéticos,
sejam bactericidas ou bacteriostaticos. Autores reportam a preocupac¢ado sobre esse
crescente numero de isolamentos de cepas microbianas multiresistentes aos
tratamentos com grupos de antimicrobianos classicamente empregados na
terapéutica convencional (BRULL; COOTE, 1999; BURT, 2004; BADDOUR et al.,
2005; BEOVIC, 2006).

As bactérias possuem mecanismos genéticos para o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana, podendo sofrer mutagdes cromossomicas, manifestar um
gene latente de resisténcia cromossomial, adquirir novo material de resisténcia
genética através da conjugac&o por troca direta de Acido Desoxiribonucléico (DNA),
por transducéo via bacteriéfago, através de um plamidio extra-cromossomial de DNA

ou ainda por aquisicao de DNA, via transformacgao (HELLINGER, 2000).



A toxicidade de uma substancia bioativa deve ser um dos primeiros
parametros a se analisar, visando a descoberta de uma alternativa terapéutica
segura (RUIZ et al., 2005). E crescente o interesse em estudos toxicoldgicos com
substancias derivadas de plantas incluindo testes de letalidade sobre Artemia salina,
bem como na potencial atividade larvicida (ALVES et al., 2000; LUNA et al., 2005).

Considerando a importancia da Dengue e a escassez de trabalhos
semelhantes com Oleos essenciais e fitoconstituintes, propusemos a execucao dos
ensaios toxicolégicos de letalidade também sobre as larvas de A. aegypt, pois, 0
desenvolvimento de novas armas para o controle do A. aegypti é de primordial
importancia pelo papel de propagacdo que o vetor exerce. A Dengue apresenta-se
em formas endémicas em paises da Africa, Asia, América Central e do Sul,
notadamente, no Brasil, onde se propaga de forma critica (FUNASA, 2003; LUNA et
al., 2005).

No contexto atual, impera a necessidade de mais pesquisas com vistas a
descoberta e o desenvolvimento racional de novos compostos ou metabdlitos
secundéarios, derivados de produtos naturais, com atividades terapéuticas (ALVES et
al., 2000), a exemplo dos 6leos essenciais que apresentam, do ponto de vista
etnofarmacologico, importante aplicacdes bioldgicas antimicrobianas. Assim, a
necessidade de comprovagfes cientificas tem despertado interesse na area de
toxicologia, na possibilidade de se ter um produto natural seguro para uso
terapéutico (TASSOU et al., 2000; JUGLAL et al., 2002; DAFERERA et al., 2003;
SOUZA et al., 2006).

Sendo a Endocardite Infecciosa uma patologia de importante morbidade e
mortalidade (KARCHMER, 2006; WILSON et al., 2007), estudos dessa natureza sao

fundamentais, pois, buscam selecionar 6leos essenciais bioativos e conduzi-los a



testes biologicos antibacterianos e toxicoldgicos, para o emprego futuro desses ou
de seus fitoconstituintes na terapéutica antimicrobiana frente as espécies

bacterianas potencialmente causadoras de endocardites.
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2 — FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 - ENDOCARDITE INFECCIOSA

2.1.1. — Aspectos Gerais

A Endocardite Infecciosa (EI) € uma patologia infecciosa ndo supurativa, que
acomete o coracdo, notadamente, o endocardio das valvas cardiacas com
anormalidade estrutural como nos casos de estenose ou insuficiéncia valvar,
comunicacdo interventricular (CIV), coarctacdo da aorta, proteses valvares
(mecanicas ou biologicas), eletrodos de marcapassos, cardioversores ou
desfibriladores implantados, além de outras cardiopatias sejam congénitas,
adquiridas ou mesmo degenerativas.

A incidéncia de EI tem aumentado nos individuos portadores de prolapso da
valva mitral (PVM) com refluxo valvar, na doenca valvar idiopatica com
comprometimento das cuspides ou do anel valvar (espessamento, calcificagdo ou
degeneragdo mixomatosa), na hipertrofia septal assimétrica ou subadrtica idiopatica,
alcodlatras e nos usuarios de drogas injetaveis ou no curso de terapéuticas
quimioterapicas e imunosupressoras (AKO et al., 2003; BADDOUR et al., 2005;
KARCHMER, 2006). A American Heart Association (AHA), 6rgao cientifico que
regulamenta e atualiza Diretrizes de El nos EUA, e endossado pela Sociedade
Americana de Doencas Infecciosas, publicou, em 2005, a declaragéo das Diretrizes
do Diagnoéstico, Terapia Antimicrobiana e Manuseio das Complicagbes da El
(BADDOUR et al., 2005) e, em 2007, as Diretrizes de Prevencdo em Endocardite

Infecciosa (WILSON et al., 2007).



No Brasil, a maioria dos casos de EI ocorre como sequelas de valvopatias
reumaticas mitrais ou adrticas e nas cardiopatias congénitas estruturais (MANSUR,
2000). Nos Estados Unidos da América (EUA), a EI atinge cerca de 19 mil pacientes
por ano, com uma taxa de mortalidade ao redor dos 40%, caracterizando um sério
problema de saude publica e, a despeito do progresso do diagnostico e profilaxia, a
sua incidéncia ndo tem declinado nos ultimos 30 anos, provavelmente, devido ao
maior numero de intervencdes terapéuticas invasivas e ao aumento das doencas

degenerativas com o envelhecimento natural da populacédo (BASHORE et al., 2006).

2.1.2 — Agentes etiolégicos

No Brasil, os agentes etiolégicos bacterianos de El mais prevalentes sao
Streptococcus e Staphylococcus, seguidos de Enterococcus e de emergentes
bactérias do grupo HACEK, que incluem Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus
aphrophilus, Actinobacillus actinomycetencomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens e Kingella kingae, e outras bactérias podem estar envolvidas em
situacdes hospitalares ou pds-procedimentos invasivos, tais como Pseudomonas e
Klebsiella (MANSUR, 2000).

Em injaria cardiaca estrutural, quando o individuo é submetido a
procedimento odontolégico invasivo, inje¢des intramusculares e endovenosas ou
manipulacdo de cavidade vascular e visceral, bactérias outras que, normalmente
colonizam a superficie da pele, podem se manifestar como agentes etioldgicos
oportunistas, a exemplo do grupo HACEK, Staphylococcus epidermides e

Escherichia coli (MANSUR, 2000; BADDOUR et al., 2005).



Em cerca de 85% dos casos de El a etiologia € do tipo bacteriana, no entanto,
em apenas 12 a 14 % dos casos se consegue isolar especificamente o agente
etiologico. Deve-se ressaltar ainda que, entre os trés maiores grupos de espécies
bacterianas potencialmente causadoras da EIl, tais como, Streptococcus,
Staphylococcus e Enterococcus, produziram mudanca na susceptibilidade aos
antibiéticos convencionais (MANSUR, 2000). Relatos em diferentes popula¢bes de
pacientes reportam resisténcia a multidrogas entre os grupos dos Streptococcus
viridans (microbiota orofaringea) no curso de infeccbes expressivas, além da
elevada resisténcia a oxacilina entre os portadores de Staphylococcus aureus
(IOANNIDOU et al., 2001; DIEKEMA et al., 2001).

Nos EUA, foram frequentes as infeccbes adquiridas na comunidade
resultantes de S. aureus, e o mais alarmante em relacdo a essas espécies foi que a
taxa de resisténcia se mostrou alta ou intermediaria frente a vancomicina, ja
descritas desde 1997 (HIRAMATSU et al., 1997), e subsequentemente, reportados
em varios paises (SMITH et al., 1999; CHANG et al., 2003).

Com o propdsito de comparar a bacteremia da El entre S. aureus do tipo
Sensiveis a Meticilina (MSSA) com os S. aureus do tipo Resistentes a Meticilina
(MRSA), pesquisadores analisaram 104 portadores de El, onde havia, pelo menos,
duas hemoculturas positivas para S. aureus, onde prevaleceram o tipo MSSA, ao
passo que, no subgrupo de pacientes com El adquirida via hospitalar, predominaram
0 tipo MRSA, refletindo o crescimento desses agentes na pratica clinica, e ainda
sugeriram que, pacientes com bacteremia por S. aureus deveriam ser avaliados
agressivamente para El (ABRAHAM et al., 2004).

Andlises de 848 casos de El no Japdo, de 2000 e 2001, evidenciaram que

53,9% dos pacientes apresentaram ElI sem a origem etiolégica conhecida, bem
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como nenhuma condi¢cdo cardiaca predisponente ou relato de algum procedimento
invasivo previamente realizado. E como segunda maior causa, foi a de individuos
que haviam sido submetidos a procedimentos odontoldgicos invasivos. Nesse
estudo, foi destacado que, os agentes etiologicos mais frequentes foram com cocos
positivos, sendo Streptococcus com 50% (destes 78% do tipo S. viridans) e S.
aureus com 32%, seguidos dos MRSA com 7,3% e Gram-negativas com 5,9%; e em
90% dos casos de EIl por Streptococcus viridans foram sensiveis a Penicilina G
Cristalina, e todos o0s casos com Staphylococcus MRSA foram sensiveis a
vancomicina; e foi constatado em 18% das ElI por S. aureus procedimentos
intravasculares invasivos prévios, como implantes de marcapasso (NAKATANI et al.,
2003).

Estudo de EI na Argentina, EIRA-2, publicado em 2006, de perfil
epidemioldgico, clinico e microbiolégico da El, do tipo prospectivo e multicéntrico que
envolveu 470 casos de El em 82 hospitais, mostrou que em, aproximadamente, 83%
dos casos o diagnéstico de El foi definitivamente confirmado; em 80 casos como de
possivel diagnéstico para a cardiopatia, destacou-se que, as hemoculturas foram
negativas em 11% dos casos e que ndo havia doenca cardiaca previamente
conhecida em 35%. A proporcao de El associada a protese valvar foi de 16% e o
género Staphylococcus correspondeu a 37% desses casos (30% de S. aureus e
6,9% de Staphylococcus coagulase negativa). Esse estudo comparou os dados
obtidos com os de 1992, verificando mudanca no perfil epidemiologico da EIl, com
abrangéncia maior a pacientes em idade mais avancada. Nos pacientes que
apresentaram um substrato cardiaco estrutural, doenca valvar degenerativa e
protese valvar, além de referir uma maior incidéncia de El por Staphylococcus,

apresentaram maior mortalidade hospitalar, sendo sugerido maior rigor no
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diagnéstico precoce, tratamento e prevencdo (FERREIROS et al., 2006). O
crescente aumento no indice de El por S. aureus nos ultimos 30 anos tem merecido
destaque (NAKATANI et al., 2003)

Autores de um estudo de analise retrospectiva frente aos agentes etioldgicos
de EI compararam as décadas de 1980 e 1990, e observaram, respectivamente,
uma diminuicdo no numero de El por Streptococcus (45 versus 38%) e um aumento
na incidéncia de Staphylococcus nas décadas (de 6,4 para 14,4%, p=0,06), e ainda
um aumento significativo de MRSA (de 0% para 10,1%, p=0,006), sendo mantido o
namero de hemoculturas negativas em torno de 25%, e com isso, mudando o
espectro clinico da patologia e sua terapéutica (AKO et al., 2003). A despeito do
avanco no tratamento antimicrobiano da El, foi destacado que, quando essa vem
associada a estafilococos do tipo MRSA, notadamente, estd associada a sérias
complicagbes hemodinamicas em pacientes com cardiopatias congénitas,
apresentando pior desfecho com maior morbidade e mortalidade (ISHIWADA et al.,
2005).

Em um estudo de indicacdo de perfil epidemiolégico por andlises
prospectivas, realizado em 18 pacientes internados no Hospital Universitario Lauro
Wanderley - Jodo Pessoa (Paraiba), entre 2001 e 2006, com diagnéstico de El
confirmados pelos critérios de DUKE, foi constatado o predominio de auséncia de
crescimento bacteriano as hemoculturas em 77% dos casos (BARROS et al., 2006).

Antes do advento dos antibioticos, a incidéncia de El por Streptococcus
pneumoniae variava entre 15 e 25%, e desde a introducdo da penicilina sua
incidéncia em valvas cardiacas nativas em adultos decresceu substancialmente,
com estimativas de 1 a 3%. No entanto, a porcentagem de Pneumococcus

penicilina-resistentes tem aumentado substancialmente (WATANABE et al., 2003).
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Em necropsias de EI de valvulopatias mitrais, nas quais S aureus
predominaram (51%), as principais complicacdes foram rupturas de cordoalhas
tendineas, perfuracdo do folheto valvar anterior e abscessos do anel valvar
(FERNICOLA e ROBERTS, 1993). Cacoub et al. (1998), avaliando 33 pacientes com
marcapasso cardiaco associado a El, verificaram que o agente etioldgico prevalente
foi S. epidermides (51,5 %), seguido do S. aureus (21,2%).

Um estudo epidemioldgico australiano verificou que, em 13 anos, a ocorréncia
de EI nosocomial comparada com a El adquirida na comunidade apresentou S.
aureus como agente etiologico predominante na El do tipo nosocomial (57%),
incluindo os MRSA com 13% (SHARON et al., 1992). Issa et al. (2003), estudando
683 casos de EI, constaram que S. aureus esteve presente em 41% dos casos e,
foram os agentes mais freqlientes entre os pacientes com sintomatologia mais
aguda (até 10 dias), apresentando também uma maior mortalidade (36%), ao passo
que, naqueles com sintomatologia prolongada, (acima de 20 dias), espécies de
Streptococcus predominaram (51%).

Um estudo realizado na Espanha com 606 pacientes, buscando uma
correlacdo de El com osteomielite vertebral, de 1986 a 2002, foi constatado que em,
aproximadamente, 31% dos casos ocorreram El, prevalecendo entre os que tinham
cardiopatia estruturais prévias, e foi constatado que o tratamento oral mostrou-se
efetivo exceto com estafilococos do tipo MRSA (PIGRAU et al., 2005). Numa série
de casos avaliados em 10 anos, em Barcelona, observou-se que nas infeccdes
piogénicas espontaneas de articulagdes em adultos, a etiologia mais prevalente foi
Staphylococcus aureus (86%) (NARVAEZ et al., 2006).

O resultado da avaliagédo de 629 pacientes com lesdes por El localizadas em

camaras cardiacas esquerdas mostrou que, havia acometimento das valvas nativas
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em 64% dos casos e, das valvas protéticas em 36%. E que espécies de
Streptococcus predominaram com 47% dos casos, seguidos de S. aureus com 12%;
E ainda que em 13% das hemoculturas realizadas, os resultados foram negativos e
a presenca de fendmenos embdlicos foram mais evidentes com S. aureus,
principalmente, nos portadores de préteses valvares e na presenca de vegetacdes
(FABRI JR et al., 2006).

Nos portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) a casuistica de
El tem se mostrado crescente, provavelmente, pelo aumento no numero de
procedimentos invasivos, o que também tem alterado o quadro clinico das infec¢cbes
nosocomiais (AKO et al., 2003). No entanto, Mansur et al. (2001), afirmavam que o0s
portadores do HIV, em principio, ndo apresentariam risco para El e, nao,
necessariamente, influenciariam desfavoravelmente no prognodstico desses
pacientes. Os fungos, por sua vez, sdo agentes etioldégicos oportunistas na EI em
pacientes hospitalizados, portadores de cateteres intracavitarios, proteses valvares
ou imunocomprometidos (SAMPAIO; GRINBERG, 2002).

Representantes do grupo HACEK compreendem bactérias emergentes do
tipo bastonetes, Gram-negativas, fastidiosos, oportunistas e que, em geral, estédo
associados a El que evolui de forma insidiosa (DE CASTRO, 2006). Bactérias do
género Haemophylus sdo os patdogenos humanos mais comumente isolados e com
presenca significante. A espécie H. aphophilus, apesar de ser responséavel por El em
valvas cardiacas lesadas, é causa incomum de ElI.

Cepas de A. actinomycetemcomitans sado bactérias anaerobicas, facultativas,
de crescimentos lentos, pertencentes ao género Haemophilus, porém,
tradicionalmente incluida no género Actinobacillus. Colonizam a orofaringe humana

e animal, podendo causar endocardites, bem como, periodontites ou infec¢cées em
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mucosa oral lesionada por mordidas e, da mesma forma que os H. aprophyllus, séo
causas incomuns de El subaguda e prevalecem em valvopatias pré-existentes; a sua
caracteristica laboratorial destacada é a propriedade de se aderir ao frasco da
hemocultura (DE CASTRO, 2006).

C. hominis sdo bactérias que apresentam este nome por terem predilecdo de
causar EI em humanos. Essas bactérias sdo Gram-negativas ou Gram-variaveis,
pleomdrficas, imoOveis e anaerobias facultativas; fermentativas, indol e oxidase-
positivas e catalase-negativas. Apresentam baixa viruléncia e estdo presentes em
cerca de 70% dos individuos sadios. Sao dificeis de crescerem in vitro, exigem
diéxido de carbono e umidade em meio agar e levam de 1 a 2 semanas no meio de
cultura para se desenvolverem. Laboratorialmente, se caracterizam como colbnias
puntiformes de 1 mm. Muitos dos pacientes com El por C. hominis apresentavam
cardiopatia estrutural pré-existente e tinham se submetido a tratamento odontoldgico
invasivo. Esse tipo de bactéria quando causam EI, comumente evoluem de forma
insidiosa e raramente provocam complicacdes e, sua recuperacao apds tratamento,
é completa (MURRAY et al., 2006).

E. corrodens sdo espécies de bactérias que colonizam o trato respiratorio
superior humano, preferencialmente na orofaringe, onde, de forma semelhante a C.
hominis, e na presenca de cardiopatia estrutural pré-existente, podem causar El.
Sdo anaerdbias facultativas, ndo esporuladas, imoveis, oportunistas, dificeis de
serem detectadas e necessitam de meio seletivo. Seu crescimento € lento, requer de
5 a 10% de CO;, no meio para se multiplicarem e sdo capazes de escavar o0 agar,
caracteristica essa, marcante em 50% dessas bactérias, além de produzirem odor
caracteristico de alvejante. Também tem prevaléncia maior em individuos com

lesbes na cavidade oral por mordidas humanas, imunocomprometidos e
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politraumatizados, podendo ocasionar sinusites, rinites, pneumonias, abcessos
pulmonares ou cerebrais e meningites. E, por fim, também como representante do
grupo HACEK e envolvidas na génese da El, as espécies bacterianas K. kingae, que
também colonizam a orofaringe, sdo cocos Gram-negativas, anaerodbicos,
facultativos, fermentam carboidratos e s&o morfologicamente parecidos com
Neisserias. Sdo também responsaveis por artrites sépticas em criancas (MURRAY et
al., 2006).

Focado nas evidentes mudancas etiologicas da EIl e nas suas co-morbidades,
foi que a AHA normatizou as suas diretrizes, em 2005, para o diagndstico e
tratamento, contemplando modificacdes no espectro clinico evolutivo e nos fatores
predisponentes dessa enfermidade, somados a tendéncia natural e crescente do

envelhecimento populacional (BADDOUR et al., 2005).

2.1.3 — Fisiopatogenia

A El apresenta mecanismos fisiopatogénicos complexos e envolvem, além da
acdo intrinseca da prépria bactéria, a participacdo de fatores plaquetéarios,
plasmaticos e protéicos que interferem no endotélio, ja que o papel da superficie
endotelial lesionada é de fundamental importancia no entendimento fisiopatogénico
da formacgdo da vegetacdo (massa amorfa) relacionando agregacdo plaquetéria e
aderéncia microbiana (BADDOUR et al., 2005).

Dentre os principais mecanismos fisiopatolégicos da El, quatro séao

destacados na determinacdo da sintomatologia clinica: (1°) a infecgdo propriamente
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dita, (2°) as alteracGes estruturais no coracio, (3°) os fen6menos embdlicos e, (4°) o
estimulo antigénico prolongado.

A infeccdo propriamente dita € 0 mecanismo responsavel pelas
manifestacdes clinicas que mais suscitam o diagnostico, como a sindrome febril,
anorexia, emagrecimento e adinamia; quanto as alteracdes estruturais cardiacas,
essas podem ser pré-existentes ou determinadas na evolucéo da infec¢ao, incluindo
as disfuncdes valvares e fistulas intercavitarias; e em cerca de 50% dos casos de El,
as embolias ocorrem antes do inicio do tratamento, e essas ndo indicam,
necessariamente, infeccao ativa ou tratamento antimicrobiano ineficaz; os estimulos
antigénicos prolongados sao responsaveis pelas alteracdes nos glomérulos renais e
nos territorios vasculares oculares ou cutaneos, podendo surgir no curso do
tratamento, a despeito de uma boa resposta terapéutica e, a bacteremia é o que
determinara a aderéncia e a colonizacdo do microrganismo na lesdo pré-formada,
por intermédio de exoproteinas de aderéncia ao fibrinogénio como no caso da El por
S. aureus (CHAMBERS, 2001; BADDOUR et al., 2005).

Situacdes de valva adrtica bicuspide, PVM com refluxo valvar e degeragéo
mixomatosa ou mesmo lesdes estruturais minimas que nao séao identificadas através
do Ecocardiograma com Doppler transtoracico, conferem um substrato cardiaco
predisponente para El. E em cardiopatias estruturais prévias a ocorréncia de
valvopatias varia de 40 a 65% nos casos de EIl, seguidos das cardiopatias
congénitas de 07 a 9,1% (NAKATANI et al., 2003; AKO et al., 2003). Em geral, o
folheto da valva é acometido e, somado a esse dano na prépria cuspide, as lesdes
nos musculos papilares e/ou no anel valvar adjacente ao miocardio, facilitam a

formacao de abcessos, principalmente, no territério valvar adrtico, ao passo que, a
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formacéo de fistulas e pseudoaneurismas acometem com maior frequéncia o anel
valvar mitral e o ventriculo esquerdo (SOEJIMA et al., 2002).

Cardiopatias estruturais estiveram presentes em 75% das EI por
Streptococcus e Staphylococcus, onde as maiores complicagdes incluiram
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC), embolizacéo sistémica, disfuncao renal e
formacao de abscessos cerebrais (BADDOUR et al., 2005). Para Ako et al. (2003), o
PVM foi destague como fator de risco cardiaco para EI em 10,1% dos casos

analisados.

2.1.4 — Critérios diagnoésticos

A primeira descricdo de um quadro clinico sugestivo de El data desde 1646,
por Lazare Reviere e, em 1885, William Bart Osler reconheceu os nédulos que
levariam seu nome (Nodulos de Osler), descrevendo as manifestacfes cardinais
classicas como as cardiopatias estruturais predisponentes, bacteremias, vasculites
ativas e fenbmenos embdlicos periféricos, permitindo, a partir dai, o aprimoramento
nos critérios diagndstico dessa patologia (BADDOUR et al., 2005).

Pelletier e Petersdorf (1977), sistematizaram o0s critérios diagnésticos
buscando melhor sensibilidade e especificidade, ressaltando parametros clinicos
associados como febre, sopros regurgitantes recentes, fendbmenos vasculares e
dados da hemocultura e anatomopatolégico. Em 1994, na Duke University,
especialistas incluiram nas diretrizes americanas dados precisos do ecocardiograma

com Doppler, determinando trés possibilidades de diagndésticos, quais sejam,
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presenca de vegetacdo valvar, identificacdo de anomalias anatdbmicas e alteracbes
hemodinamicas (DURACK et al., 1994; BADDOUR et al., 2005).

Evidéncias do envolvimento endocardico, obtidas pelas imagens do
ecocardiograma, sao positivas para EI quando mostram uma vegetacéo
intracardiaca oscilando na valva, em estruturas de suporte, na trajetoria de jatos
regurgitantes, em material implantado na auséncia de uma explicacdo anatémica, ou
na presenca de abscesso, nova descéncia parcial de protese valvar ou em nova
regurgitacdo valvar (seja por piora ou mudanca na caracteristica de sopro pré-
existente). O ecocardiograma executado via transtoracica deve ser recomendado,
reservando-se a técnica transesofagica para pacientes portadores de proteses
valvares mitral ou adrtica e com suspeita clinica de ElI ou na presenca de
complicacbes como abscessos perivalvares ou fistulas intercavitarias (BADDOUR et
al., 2005).

Diretrizes internacionais para diagnéstico e tratamento da El firmam o
diagnostico da El na presenca de critérios Maiores e Menores de Duke modificados,
nos quais, os 2 critérios Maiores incluem hemoculturas positivas para El e evidéncia
de envolvimento endocéardico, onde essas hemoculturas serdo consideradas
positivas, quando realizadas em 2 coletas separadas e apresentarem
microrganismos tipicos compativeis com EIl, a exemplo de S. viridans, S. aureus,
Streptococcus bovis, bactérias do grupo HACEK. Além desses, espécies de
Enterococcus adquiridos na comunidade na auséncia de foco primario; ou
microrganismos consistentes com El persistentemente positivos em hemoculturas
definidas no seguimento (pelo menos em 2 amostras de hemoculturas positivas
retiradas além de 12 horas de separacdo; ou 3 ou mais de 4 hemoculturas

separadas (com a primeira e a ultima amostras colhidas pelo menos com 1 hora de
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diferenca). Ainda é considerado como critério Maior, a presenca de hemocultura
positiva isolada para Coxiella burnetti ou uma titulagdo de anticorpo 1gG > 1:800 (LI
et al., 2000; BADDOUR et al., 2005).

Em analise na admissao hospitalar de 125 casos com El, o ecocardiograma
identificou vegetacbes em 57% dos casos, abscessos em 6% e perfuracbes
intracavitarias em 11,2%; a sintomatologia clinica de ICC (55%) foi a mais
expressiva, seguida das embolizacbes periféricas (32%) e anormalidades
neuroldgicas (20%); as valvas mais acometidas foram a mitral (52,8%) e aorta (37%)
(AKO et al., 2003).

Os critérios Menores compreendem: 19 condicdo card iaca predisponente ou
usuarios de drogas injetaveis; 29 febre maior que 38<T; 39 fenbmenos vasculares
como embolia arterial, infarto pulmonar séptico, aneurisma micotico, hemorragia
intracraniana, hemorragia conjuntival e lesbes de Janeway; 49 fenbmenos
imunolégicos como glomerulonefrite, nddulos de Osler, Manchas de Roth e fator
reumatoide positivo; e 59 evidéncia microbioldgica como hemocultura positiva mas
com microrganismos ndo encontrada nos critérios Maiores (a exemplo dos
estafilococos coagulase-negativo) (BADDOUR et al., 2005).

O diagnéstico definitivo de El € estabelecido na presenca de dois critérios
Maiores, ou um Maior e trés Menores, ou cinco critérios Menores. Ao passo que, 0
diagnostico de possibilidade de El s6 é determinado nas infecciosas suspeitas com a
presenca de um critério Maior e um Menor, ou trés critérios Menores.

O diagnéstico de El é rejeitado quando se tem um diagndstico alternativo
firmado com explicacdo evidente, ou onde ha resolucdo da sindrome infecciosa com
terapia antibidtica por menos de quatro semanas, ou quando ndo ha nenhuma

evidéncia patoldgica de El na cirurgia ou na autopsia de pacientes submetidos a
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antibioticoterapia por menos de quatro semanas, ou ainda quando nao se encontram
critérios de possibilidade como descritos para El (BADDOUR et al., 2005).

A variabilidade da evolucéo clinica da El requer estratégia diagnostica, pois,
dependendo da viruléncia do agente infeccioso, ela podera evoluir de forma aguda
ou subaguda. A forma aguda evolui de forma rapida e mais agressiva,
caracterizando-se por febre alta e persistente, dor toracica, dispnéia, tosse,
microhemorragias na palmas das maos e planta dos pés, podendo, nos casos mais
graves apresentar choque séptico com hipotensdo arterial, palidez e colapso
circulatério. Essas formas mais severas ocorrem mais freqlientemente pelo S.
aureus que colonizam o endocardio, levando formacéo de vegetacdes e liberacdo de
émbolos sépticos sistémicos para rins, pulmdes e cérebro.

Ao passo que, a forma subaguda é mais insidiosa, evoluindo com febre leve e
prolongada, calafrios, sudorese noturna, mialgias, artralgias, cefaléia, fadiga,
dispnéia, anorexia, emagrecimento e maior ocorréncia de fenébmenos imunolbgicos
vasculares. Essa forma, em geral, € causada pelos estreptococos da microbiota
orofaringea. As espécies Streptococcus bovis e Streptococcus equines tambéem
podem causar endocardites tipicamente em pacientes portadores de cancer de célon
(BADDOUR et al., 2005).

Em culturas antimicrobianas rotineiras em 220 cirurgias de substituic&do valvar,
foi elevada a incidéncia de resultado falso-positivo, com 14,4% das hemoculturas
positivas para Staphylococcus coagulase-negativa e o resultado de cultura positiva
nao foi preditor de El em prétese valvar, ja que nesse subgrupo, apenas 01 paciente
apresentou El no pés-operatério (CAMPBELL et al., 2000). S. viridans, presentes em
cerca de 40 a 50% das EIl comunitarias, tém reconhecida capacidade de aderéncia

aos depositos fibrinoplaguetarios e apresentam associagdo a manipulacdo dentaria.
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Nos pacientes hospitalizados, S. aureus foram o0s agentes etiolégicos mais
frequentes, principalmente, nos portadores de proteses valvares, cateteres
endovenosos ou imunocomprometidos, enquanto que, Enterococcus e outros bacilos
Gram-negativos prevalecem em infeccbes genito-urinarias e intestinais
(CHAMBERS, 2001; GORDON et al., 2002).

Classicamente, o género Streptococcus tem sido o mais abundante nas
hemoculturas positivas para El, apesar de ter sido detectado a presenca mais
freqUente do S. aureus, notadamente, em usuarios de drogas injetaveis (CABELL et
al., 2002). Com o aprimoramento do diagnostico pela ecocardiografia, constatou-se
que esse subgrupo de pacientes € de risco para EI mesmo na auséncia de
cardiopatia estrutural prévia e com hemoculturas negativas (AKO et al., 2003). As
afeccdes neurolégicas da El por S. aureus em uma revisdo de 260 casos de
bacteremia, em néo viciados de drogas injetaveis, ocorreram em 35% dos casos
com média de evolugdo de 10 dias, sendo destacada a hemiparesia em 45% dos

casos (ROODER et al., 1997).

2.1.5 — Terapéutica antibacteriana

Assim como para o diagnéstico, as hemoculturas sdo fundamentais para o
tratamento, possibilitando a identificacdo especifica do agente etiologico. A espécie
de S. aureus tem sido considerada como 0s microrganismos mais envolvidos nas
lesBes valvares severas por El. O seu diagndstico etioldégico deve ser centrado nas
hemoculturas e na ecocardiografia com Doppler, principalmente, nagueles pacientes

com febre a esclarecer e fatores de riscos altos para El, jA que sua terapéutica
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convencional requer combina¢cdes padronizadas de antibiéticos (GIAMARELLOU,
2002; ANGUERA et al., 2005).

Na suspeita clinica de El, inicialmente, ndo deve ser instituido o tratamento
antibacteriano empirico, salvo sob condi¢cdes imperativas de gravidade clinica, pois,
0 uso prévio de antimicrobianos € a causa mais freqiente de hemocultura negativa
(BADDOUR et al., 2005).

A El por S. aureus é, geralmente, mais restrita ao folheto valvar, entretanto,
podem invadir o anel valvar formando abscessos perivalvares o que caracteriza pior
prognéstico e maior mortalidade (BONOW et al., 1998). Nesse subgrupo de
pacientes graves, com lesdes valvares severas e que ndo estejam respondendo
adequadamente a terapéutica antimicrobiana, recomenda-se a intervencao cirdrgica
de urgéncia (SOEJIMA et al., 2002), mesmo como indica¢éo precoce (BASHORE et
al., 2006).

Rooder et al. (1997), com 206 casos de El demonstrou que, a presenca de
vegetacdo valvar associada as manifestacdes neuroldgicas apresentaram elevada
mortalidade.

Pelo maior risco de evoluir com comprometimento hemodinamico, bem como
nos casos de persisténcia da infeccdo grave apds 10 dias de tratamento antibiético
especifico ou na presenca de vegetacdo valvar maior que 10 mm ou nas de
etiologias fungicas (as quais tendem a responder, desfavoravelemete, a terapéutica
antimicrobiana), o tratamento cirdrgico deve ser indicado (BADDOUR et al., 2005).
Remadi et al. (2005), analisando 54 pacientes com EIl por S. aureus afirmaram que,
o tratamento cirdrgico foi superior ao tratamento clinico isoladamente,

principalmente, pelo risco de severidade séptica.
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Barros et al. (2006), publicaram que nos pacientes com El, o tratamento
cirdrgico para troca valvar foi necessario em 16,6%, devido a situagcbes como
presenca de abscesso do anel valvar, rotura de cordoalha e piora funcional por
embolia.

Portadores de imunodeficiéncia, cateteres intracavitarios, proteses valvares,
idosos ou com resisténcia antibidtica, apresentaram significativa letalidade em torno
de 20 a 30% (NIWA et al., 2003). Em analises multivariadas e multicéntricas dos
fatores de prognosticos de mortalidade na El de valva adrtica complicada com
formacédo de abscesso, identificou S. aureus associado com o aumento do risco de
morte independente (ANGUERA et al., 2005).

Niwa et al. (2003), constataram que 0s pacientes com doencas valvares em
pré-operatorios ou pré-procedimentos invasivos, a profilaxia antibiotica peri-
operatoria foi instituida com sucesso em 92% dos casos, sendo 73% destes casos
feitos com penicilina oral. A AHA orienta a profilaxia para todos os pacientes
susceptiveis que vao se submeter a cirurgia ou a procedimentos de risco para El,
podendo ser feita cerca de duas horas antes dos procedimentos e mantidos por no
minimo oito horas apés. E além do mais, recomenda que antes de procedimentos
odontoldgicos cruentos seja usado anti-séptico oral a base de clorhexedine e,
também que, nos portadores de PVM sem disfuncdo ou degeneracdo valvar, em
principio, a antibioticoprofilaxia ndo esta indicada. (BADDOUR et al., 2005).

A presenca de vegetacao valvar pode permanecer na maioria dos doentes,
mesmo depois do tratamento antimicrobiano bem sucedido, pois, embora o0s
antibiéticos descolonizem a vegetacdo, os demais elementos como fibrina e
plaguetas ainda permanecem durante a fase de resolucéo cicatricial, e dessa forma,

a prevencao da recorréncia da infecgcdo deve ser considerada (MARTIN, 2002).
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Apesar do progresso no manuseio da EIl, o atraso no diagndstico e as terapias
antimicrobianas diante das resisténcias podem influenciar adversamente na sua
morbidade e mortalidade.

Bactérias do grupo HACEK tem merecido importante destaque no manuseio
da endocardite, pois, cepas de H. aphophilus ja se mostraram resistentes a
ampicilina e o tratamento pode ser feito com cefalosporinas de amplo espectro,
azitromicinas ou fluorquinolonas; e a quimioprofilaxia antibidtica passou a ser um
fator importante e devendo ser sempre considerada em procedimentos de alto risco.
Ja bactérias do tipo A. actinomycetemcomitans, em geral, sdo cepas sensiveis a
cefalosporinas, tetraciclinas e fluorquinolonas, sendo incomum a resisténcia a
penicilinas e macrolideos (DE CASTRO, 2006; MURRAY et al., 2006).

Bactérias da espécie C. hominis sdo susceptiveis a penicilinas e ampicilinas,
devendo ser usadas de 2 a 6 semanas e, em geral, Sdo resistentes a eritromicina.
Com relacdo a E. corrodens, usualmente, sdo bactérias suceptiveis a penicilina,
ampicilina, cefalosporinas de Ultima geracdo, tetraciclinas e fluorquinolonas,
costumando ser resistentes a oxacilina, cefalosporinas de primeira geracao,
eritromicina e aminoglicosideos. Ao passo que, espécies de K. kingae, geralmente,
sdo sensiveis aos beta-lactamicos, incluindo penicilinas, tetraciclinas,

fluorquinolonas e aminoglicosideos (MURRAY et al., 2006).

2.2 — OLEOS ESSENCIAIS

2.2.1 — Aspectos gerais dos Oleos essenciais
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Os 6leos essenciais sdo compostos liquidos complexos, organicos, solaveis
em solventes orgéanicos apolares, lipofilicos, volateis, delicados, aromaticos, de
sabor acido ou picante, incolores quando recentemente extraidos ou ligeiramente
amarelados e de aparéncia oleosa. Também podem ser chamados de 6leos volateis,
Oleos etéreos ou esséncias e podem ser extraidos de diversas partes das plantas
como folhas, flores, sementes, brotos, galhos, cascas de caule, frutos e raizes. Em
contato com a agua, os Oleos essenciais apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solucbes aquosas denominadas hidrolatos. E por
serem volateis, necessitam ser estocados em contetudo hermeticamente fechados e
protegidos da luz direta, calor, umidade e metais (SIMOES; SPITZER, 2003).

O método de producdo dos Oleos essenciais por destilacdo foi o primeiro
usado no oriente (Egito, india e Persa) ha mais de 2000 anos atras e foi
aperfeicoado no século IX pelos Arabes (GUENTHER, 1948; BAUER et al., 2001). A
primeira descricdo auténtica escrita de destilagdo dos 6leos essenciais € atribuida ao
fisico cataldao Villanova (1235 — 1311 a.C.) (GUENTHER, 1948).

No século Xlll, os 6leos essenciais comecaram a ser manipulados em
farméacias e seus efeitos farmacoldgicos descritos em farmacopéias (BAUER et al.,
2001), no entanto, seu uso s6 passou a ser difundido na Europa a partir do século
XVI (CROSTHWAITE, 1998; BURT, 2004). Uma das primeiras medicoes
experimentais feitas em laboratério, das propriedades bactericidas dos vapores dos
Oleos essenciais, foi realizada por De La Croix, em 1881 (BOYLE, 1955). As
propriedades antimicrobianas dos 0Oleos essenciais sdo conhecidas para 0 uso
popular desde a antiguidade, sendo os 6leos de turpentine ja mencionados com

essas atividades pelos historiadores gregos e romanos (GUENTHER, 1948).
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Os Oleos essenciais, comumente, sdo obtidos através de destilacdo a vapor
ou extracdo por solventes volateis. JA a sua extragcdo por meio de dioxido de
carbono liquido sob baixas temperaturas e alta pressao é o perfil organoléptico mais
natural, porém, o mais dispendioso (MOYLER, 1998). A destilacdo por arraste a
vapor d'dgua ¢é o meétodo mais comumente usado para producdo de Oleos
essenciais em bases comerciais (SIMOES; SPITZER, 2003) e, as analises
detalhadas da composicdo dos Oleos essenciais podem ser realizadas por
cromatrogafia gasosa e espectometria de massa (SALZER, 1977; DAFERERA et al.,
2000; DELLAQUIS et al., 2002).

Os oleos essenciais se diferenciam dos Oleos fixos e gorduras por sua
volatilidade e por serem, em geral, derivados de terpendides e compostos
aromaticos como alcool, éster, aldeido e cetona de cadeia curta, podendo agir como
horménios, reguladores e catalizadores (SIMOES; SPITZER, 2003; SOUZA, 2006).

Estima-se em mais de 8.000, o niumero de compostos terpendides conhecidos
e como componentes descritos nos 6leos essenciais. E calcula-se um nuamero
superior a 150 monoterpenos (10 &tomos de carbono) e a 1000 sesquiterpenos (15
atomos de carbono), sendo os monoterpenos correspondentes a cerca de 90% dos
compostos terpendides (WAGNER; BLADT, 1995; SIMOES; SPITZER, 2003).

Os fitoconstituintes presentes nos 6leos essenciais sdo muito variaveis,
podendo ser constituidos por hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, fendis,
ésteres, éteres, o6xidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, €,
por vezes, compostos com enxofre. Um éleo essencial pode apresentar até mais de
60 fitoconstituintes individuais em sua composi¢cao (SENATORE, 1996; RUSSSO et

al., 1998), podendo seu principal componente corresponder a mais de 85% desse
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Oleo, ao passo que, outros podem ocorrer apenas como vestigios (SENATORE,
1996; KOKKINI et al., 1997; BAUER et al., 2001; SIMOES e SPITZER, 2003).

Os Oleos essenciais que possuem atividades antibacterianas mais
expressivas apresentam maior porcentagem de compostos fendlicos como o
carvacrol, eugenol e timol (DENYER; HUGO, 1991; DAVIDSON, 1997;
CONSENTINO et al.,, 1999; JULIANO et al., 2000; JERKOVIC et al., 2001,
LAMBERT et al., 2001; NAKATANI et al., 2003, BURT, 2004).

S&o destacados diversos efeitos medicinais nos 0leos essenciais, tais como
atividade carminativa, antiespamddica, analgésica, antitérmica, hipotensora e
hipertensora, diurética, vasoconstrictora, anti-séptica, antimicrobiana, expectorante,
mucolitica, anti-reumatica, anticonvulsiva, parasiticida, disfuncao erétil, dentre outras
(OLIVEIRA; VENDRAMIN, 1999; SANT'ANA; MANCINI-FILHO, 1999; ALVES et al.,
2000; MONTANHER et al., 2002; SAYYAH et al.,, 2002; UCHIYAMA et al., 2002;
LUNA et al., 2005; SIMOES; SPITZER, 2003; CONFORTI et al., 2006; SILVA et al.,

2006).

2.2.2 — Potencialidade antimicrobiana dos 6leos ess  enciais

A busca de produtos naturais com propriedades antimicrobianas é
fundamental, ja que o uso amplo e desordenado de antimicrobianos tem gerado
microrganismos multiresistentes. A importancia clinica crescente dada as infec¢fes
bacterianas comunitarias e hospitalares por cepas multiresistentes é preocupante,
como também pelo desaparecimento da efetividade dos antibiéticos usualmente

efetivos, 0 que incentiva a realizagdo de estudos relacionados a bioatividade dos
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produtos naturais, destacando O6leos essenciais e fitoconstituintes isolados de
plantas medicinais (BENKEBLIA, 2004).

Pesquisas tém mostrado que as propriedades biologicas desses 0Oleos
também podem variar de acordo com a técnica de cultivo vegetal, origem geogréfica,
estagio vegetativo e a estacdo da coleta (ARRAS; GRELLA, 1992; CONSENTINO et
al., 1999; MILOS et al., 2000; JULIANO et al., 2000; FALEIRO et al., 2003; ULTEE et
al., 2002). Oleos essenciais extraidos de plantas durante ou imediatamente apds o
florescimento possuem maior atividade antibacteriana (MARINO et al., 1999) e a sua
composicao pode ser diferente nas diversas partes da mesma planta (DELLAQUIS
et al., 2002; BURT, 2004).

Pesquisas com fins medicinais em produtos naturais oriundos dos vegetais,
notadamente com Oleos essenciais bioativos, vem despertando crescente interesse
no manejo, identificacdo, toxicidade e possibilidade de uso dos seus principios ativos
na pratica clinica e aqueles 0leos essenciais que possuiram as mais destacaveis
propriedades antimicrobianas apresentaram uma alta percentagem de compostos
fendlicos (NAKATANI et al., 2003). Além do mais, atividades antifungicas também
foram comprovadas em pesquisas com 6leos essenciais e fitoconstituintes isolados
(ADEBAJO et al., 1989; ALMEIDA, 1993; TELLES; MOSCA, 2000; SOUZA, 2006).
Chaurasia et al. (1977), estudando Oleos essenciais demonstraram que,
aproximadamente, 35% deles apresentavam atividades antibacterianas e 60%
antifingicas.

Estudos in vitro demonstraram atividades dos Oleos essenciais contra
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus e S.
aureus, bem como constataram que bactérias Gram-negativas foram menos

susceptiveis aos antimicrobianos que as Gram-positivas (BURT, 2004). Fato esse,
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corroborado por diversos autores, utilizando 6leos essenciais frente a P. aeruginosa
(KNOBLOCH et al.,, 1986; DEANS; RICHIE, 1987; SENATORE et al., 2000;
TSIGARIDA et al., 2000; PINTORE et al., 2002). Entretanto, nem todos os estudos
com atividades antimicrobianas dos O6leos essenciais concluiram que as gram-
positivas sdo mais susceptiveis que os gram-negativas (WILKINSON et al., 2003).

Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais e seus fitoconstituintes é
sua hidrofobicidade, a qual permite a atuacdo na membrana celular lipidica das
bactérias e das mitocondrias, podendo interferir na estrutura e traducdo delas por
maior permeabilidade (SIKKEMA et al., 1994).

Na estrutura celular bacteriana, os sitios de localizacdo e os mecanismos de
acao dos Oleos essenciais ou de seus fitoconstituintes, podem ocorrer de diversas
formas, tais como, através da degradacao da parede celular bacteriana (THOROSKI
et al, 1989; HELANDER et al., 1998), injuria na membrana citoplasmatica
(KNOBLOCH et al., 1986; SIKKENA et al.,, 1994; ULTEE et al., 2000), lesdo na
membrana protéica e extravazamento de conteudos intracelulares (GUSTAFSON et
al., 1998; HELANDER et al., 1998; COX et al., 2000), coagulacdo de constituintes
citoplasmaticos (GUSTAFSON et al., 1998), deple¢do da forca motora de protons
que proporciona a saida de ions positivos, alteracdo no fluxo de elétrons e no
transporte ativo (ULTEE et al., 1999; ULTEE et al., 2002; CARSON et al., 2002).
Dessa forma, se houver perdas significativas de conteudos intracelulares, moléculas
e/ou ions, podera levar a morte celular (KNOBLOCH et al., 1986; SIKKEMA et al.,
1994; GUSTAFSON et al., 1998; COX et al., 2000; CARSON et al., 2002; SOUZA,
2006).

A atividade antibacteriana de um O6leo essencial, muito provavelmente, nao

esta relacionada a um Unico mecanismo especifico; acredita-se que ocorram acdes
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sinérgicas de varios compostos sobre diferentes alvos na bactéria devido a presenca
dos diversos constituintes quimicos presentes nessas substancias (CARSON et al.,
2002) ou ainda, serem ativados como consequUéncia de outros mecanismos
previamente desencadeados (SIKKEMA et al., 1995; COX et al.,, 2000; SOUZA,
2006).

Embora as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais tenham sido
estudadas e revisadas, os mecanismos de acdo ainda ndo foram esclarecidos com
grandes detalhes (CARSON et al., 2002; BURT, 2004). Os métodos padronizados do
National Committee on Clinical Laboratory Standards - NCCLS, direcionado aos
testes com antibiéticos e susceptibilidade antibacteriana, tem sido ajustado para
testar produtos derivados de O6leos essenciais com atividades antimicrobianas
(NCCLS, 2000 a,b).

A mensuracdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais € feita pela
determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima que pode ser entendida como a
menor concentragdo resultante da reducdo da viabilidade da inoculacdo do
microrganismo (CARSON et al., 1995); ou a menor concentragcdo para completa
inibicdo do teste do organismo até 48 horas de incubacdo (WAN et al.,, 1998;
CANILLAC; MOUREY, 2001); ou a menor concentracdo de inibicdo visivel do
crescimento bacteriano no teste (HAMMER et al., 1999; DELLAQUIS et al., 2002);
ou ainda, a menor concentragcdo que resulte numa significativa diminuicdo na
viabilidade de inoculacdo (>90%) (CONSENTINO et al., 1999).

A triagem dos Oleos essenciais para avaliar atividade antibacteriana é feita,
usualmente, pelo método de difusdo em disco, 0s quais sdo embebidos com 6leos
essenciais sdo deitados na placa inoculada com Agar (SENATORE et al., 2000;

BURT; REINDERS, 2003). A despeito das varia¢gdes, a determinacao da CIM dos
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6leos essenciais pela diluicdo em Agar, geralmente, parece ser aproximadamente na
mesma ordem de magnitude (FARAG et al., 1989; PINTORE et al., 2002). A patente
baseada no corante indicador resauzurina tem sido usada para determinar a
Concentracao Inibitoria Minima em extratos metandlicos de plantas (SALVAT et al.,
2001) e oleos essenciais (BURT; REINDERS, 2003).

Ultee et al. (2000), verificaram que pode haver diminuicdo da sensibilidade da
atividade dos 6leos essenciais, identificada pelas mudancas nos acidos graxos e nos
grupos fosfolipidicos da membrana, com reducdo da fluidez e permeabilidade
passiva da membrana celular. Efeitos sinérgicos podem ser explorados para
maximizar essa atividade antibacteriana e minimizar as concentracfes solicitadas
para recompensar o particular efeito antibacteriano. As interacdes de sinergismo e
antagonismo entre os 0leos essenciais e seus fitoconstituintes poderdo ser melhor
esclarecidas com o desenvolvimento da bioengenharia e da quimica medicinal na
sintese, padronizagdo internacional e seguranga dessas substancias (McCASKILL;

CROTEAU, 1999; MAHMOUD; CROTEAU, 2002).

2.2.3 — Caracteristicas das espécies vegetais, 0leo s essenciais e dos

fitoconstituintes estudados

Oleos essenciais provém de plantas que, na sua maioria, apresentam
possibilidade de atividade antibacteriana e, dentre eles, destacam-se Aloe vera,
Caryophyllus aromaticus, Eucalyptus globulus, Eugenia uniflora, Laurus nobilis,
Melissa officinalis, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Pimpinella

anisum e Rosmarinus officinalis (ALVES et al., 2000; MONTANHER et al., 2002;
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CHAMPS et al.,, 2003; LUNA et al., 2005; DIP et al., 2004; SILVA et al., 2006;
SQOUZA, 2006; VIDAL et al., 2007), os quais foram estudados no presente trabalho.
O oleo essencial de Aloe vera é obtido das folhas da planta popularmente
conhecida como babosa, pertencente a familia Liliaceae (Figura 1). Sdo possuidoras
de atividade biolégicas e, do ponto de vista etnofarmacoldgico, sdo indicados em
acne, alopecia, anemia, arterioesclerose, artrite, gripe, colite, constipagcéo, cancro,
dermatite e Ulcera cutanea (CHAMPS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006).
Caryophyllus aromaticus L., conhecido popularmente como cravo, planta
pertencente a familia Myrtaceae, , pode fornecer por extracdo 6leo essencial, a partir
das suas folhas e botdes florais (Figura 2). Os preparados medicinais com C.
aromaticus sao indicados no combate a odontalgia, dispepsia, halitose, onicomicose,
parasitose intestinal, infec¢do de vias aéreas superiores, anorexia, perda da libido e
como repelente de insetos (DIP et al., 2004). Um dos fitoconstituintes de destaque

presentes no 6leo essencial de C. aromaticus é o eugenol (PEREIRA et al., 2006).

Figura 1: Aloe vera L. (Liliaceae) — babosa.
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Figura 2: Caryophyllus aromaticus L. (Myrtaceae) — cravo.

A planta Eucalyptus globulus L., fornece 6leo essencial a partir das suas
folhas e cascas do caule. E popularmente conhecido como eucalipto e pertence a
familia Myrtaceae (Figura 3). E originaria da Oceania e seu emprego, usualmente,
sdo nos casos de febre, bronquite, sinusite, asma, afonia, parasitoses, como
descongestionante nasal e expectorante, além de sua aplicacdo como anti-séptico,
desinfetante e aromatizante de ambientes (FEBRER et al., 2001). O seu
fitoconstituinte majoritario € 1,8-cineol (eucaliptol) correspondendo a 80% do 6leo
(SIMOES; SPITZER, 2003).

O dleo essencial de Eugenia uniflora é extraido dos frutos e folhas da planta
medicinal popularmente conhecida como pitanga e é pertence a familia Myrtaceae. E
nativa do Brasil e cresce em terrenos silico-argilosos, caracterizando-se como
arbustiva, ramificada, de tronco tortuoso e ramos sinuosos, folhas opostas, oval-
agudas, verde-escuras. Suas flores sdo brancas, hermafroditas, com pétalas
delicadas; seu fruto € carnoso podendo se apresentar na coloracdo vermelho-

alaranjada ou vermelho-escuro (Figura 4). A pitanga tem sido empregada como



antitérmica, eupéptica, antidiarréica, antiparasitaria, antiespasmaédica, mucolitica,
expectorante, antireumatica, antihipertensiva, hipoglicemiante, antigotosa, sedativa e
contra oleosidade capilar. (ADEBAJO et al., 1989; VIEIRA, 1992; ALMEIDA, 1993;
OYEDEJI et al., 1999; MONTANHER et al., 2002; LUNA et al., 2005). No o6leo
essencial de E. uniflora podem ser identificados diversos fitoconstituintes, dentre

eles a selina, beta-pineno, germacreno B e D, alfa-humuleno (MORAIS et al., 1994).

Figura 4: Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) — pitanga.
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Laurus nobilis € uma planta pertencente a familia Lauraceae, cuja sinonimia
popular é louro-de-cheiro; é perene, nativa do mediterraneo e pode apresentar-se
em forma de arbusto ou arvore de pequeno porte, podendo alcancar o tamanho de 2
a 20 metros. Apresenta-se com folhas alternas, coridceas e muito aromaticas,
medindo de 3 a 10 cm (Figura 5).

Seus frutos sdo pretos e variam da forma globosa a ovaldide.
Etnofarmacologicamente, essa planta tem sido usada em forma de po, cha ou
infusdo como descongestionante nasal, expectorante, estimulante e antimalarico,
além de diurética, antireumatica, carminativa, antiacida, cicatricial de mucosas,
analgésica, antiespasmodica e narcoética (OLIVEIRA; VENDRAMIN, 1999), no
combate a pélipos, escleroses, furinculos e como repelente a insetos (HERRERA et
al., 2004), convulsbes e epilepsias (SAYYAH et al., 2002), anti-tripanosoma cruzi
(UCHIYAMA et al., 2002), dispepsias, hemorrdidas e endoparasitas (FEBRER et al.,
2001) e como antioxidante (CONFORTI et al., 2006).

No Brasil, o louro-de-cheiro ndo produz sementes viaveis, propagando-se,
exclusivamente, a partir de processos vegetativos (estaquia e mergulhia), ao passo
gue na Europa se realiza através de sementes completando o ciclo reprodutivo
natural (FUNDAQAO DALMO GIACONETTI, 1989; HERRERA et al.,, 2004).
Apresentam varios fitoconstituintes, dentre eles, timol, transcariofileno, vitamina E,
linalol, terpineol, fitol, acido linoléico e eremantine que mostrou maior poténcia de
bioatividade (TANAKA et al., 2006), além do eugenol e pineno, responsaveis pelo

efeito anticonvulsivante do 6leo essencial (SAYYAH et al., 2002).
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Figura 5: Laurus nobilis L. (Lauraceae) — louro-de-cheiro.

Melissa officinalis € uma planta medicinal conhecida popularmente como
erva-cidreira ou ainda cidréo, capim cidreira ou sélvia do Brasil. E um arbusto que
nasce nas moitas, medindo de 1 a 2 metros de altura, seu caule é quebradico,
retilineo ou curvo, com ramos engalhados, cilindricos, sulcados e acinzentados,
possui um cheiro aromético forte e é cultivada em quase todo o Nordeste do Brasil
(Figura 6).

A M. officinalis pertence a familia Lamiaceae e o seu 6leo essencial pode ser
extraido das suas folhas e flores. Essa erva tem finalidade no uso medicinal como
calmantes e sedativos, digestiva, antiinflamatéria, antipirética, antiespamosdica,
antidiarréica e miorelaxante (LIMA et al., 2005). A melhor produc¢éo de oleo essencial
de M. officinalis se da na estacdo da primavera, e o seu fitoconstituinte mais
destacado tem sido o citral (79%), seguido do linalol, geraniol, nerol e beta-mirceno

(SILVA et al., 2006).
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Figura 6: Melissa officinalis L. (Lamiaceae) — erva-cidreira.

Mentha-piperita pertence a familia Lamiaceae, popularmente conhecida como
hortel&-pimenta, a qual fornece o 6leo essencial a partir das suas folhas (Figura 7). E
a erva dos mentalmente lentos em relacao a agudeza da percepcao. Tem seu uso
difundido na pratica medicinal como carminativo, antiespamdédico (gastralgia
espastica, cdlicas intestinais e menstruais), analgésico, antipirético, diurético,
broncodilatador, expectorante, descongestionante nasal, anti-hemorroidario, anti-
séptico, antiparasitario (intestinal), antiemético, estimulante, antidispéptico e contra
halitose.

O oOleo essencial obtido de Mentha-piperita possui mentol e derivados
triterpenos (30 &tomos de carbono), taninos, esteroides, hidroquinona e flavonoides
gue contribuem para a atividade espasmolitica por relaxar a musculatura lisa e, 0s
acidos fenodlicos com efeitos coléricos e colagogos (MATOS, 1998; FEBRER et al.,

2001).
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Figura 7: Mentha piperita L. (Lamiaceae) — Hortela-pimenta.

Ocimun basilicum é uma planta medicinal pertencente a familia Lamiaceae,
popularmente conhecida como basilicdo, alfavaca ou manjericdo. As diferentes
variedades de manjericdo podem ser classificadas de acordo com o0 seu aroma,
onde o de cor vermelha € o mais aromatico e mais raro. O manjericdo de cor verde €
0 mais conhecido (Figura 8). Tem seu uso medicinal costumeiramente indicado
como calmante, miorelaxante, antitérmico, analgésico, antiespasmaddica,
antitussigeno e antigripal, no combate a faringite e bronquite, acne, afta, antraz,
erosao mamilar, furdnculo, pirose, hipertensao arterial e déficit de memoria.

A extracdo do Oleo essencial de O. basilicum é feita normalmente pelo
processo de destilagéo (arraste a vapor) tendo como principal componente o linalol,
além do eugenol, cineol, borneol, geraniol e terpineol entre os mais destacados

(FEBRER et al., 2001).
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Figura 8: Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) — basilicdo.

Origanum vulgare € uma erva da familia Lamiaceae, nativa do nativa do
mediterraneo e apresenta-se de forma perene, tendo seu cultivo disseminado na
Europa, América e Asia, onde sdo reconhecidas 38 espécies (ALIGIANS et al.,
2001). Sua sinonimia popular mais conhecida € o orégano, podendo também ser
conhecida por manjerona selvagem. E um arbusto, aromatico, com numerosos
caules eretos quadrangulares pilosos, além de folhas ovaladas opostas e
minusculas flores terminais com coloragdo roxa ou cor-de-rosa dispostas em
pequenos ramos compactos (Figura 9).

Os oréganos crescem, preferencialmente, em areas pedregosas, pradarias
secas, declives relvados, matagais, terrenos calcarios e em montanhas rochosas em
uma variavel faixa de até 400 metros de altitude, e podem atingir cerca de 90 cm de
altura e, apresentam odor herbaceo, amadeirado e levemente picante (LORENZI,

1991; FOREY; LINDSAY, 1996; BAUER, et al., 2001).
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Destacam-se entre as indicagdes medicinais do O. vulgare, a atividade
analgésica, antireumatica, antiespasmadica, anti-séptica, antioxidante, estimulante
do apetite, expectorante, laxante, parasiticida (pediculose), eupéptica, sudorifera e
cicatricial (LAVABRE, 1992; MATOS, 1998; CERVATO et al., 2000; SELLAR, 2002).
Diversos fitoconstituintes sdo citados em sua composi¢cao do seu Oleo essencial, tais
como, carvacrol, timol, y-terpineno, p-cimeno, o-cimeno, a-pineno, mirceno, canfeno,
limoneno, trans-cariofileno, borneol e cineol (LAWRENCE, 1984; PRUDENT et al.,
1995; SIVROPOULOU et al., 1996; RUSSO et al., 1998; DAFERERA et al., 2000;

DEMETZOS; PERDETZOGLOU, 2001; MARINO et al., 2001, SOUZA, 2006).

Figura 9: Origanum vulgare L. (Lamiaceae) — orégano.

A planta da espécie Pimpinella anisum pertence a familia Apiacea e é,
conhecida, popularmente, como erva-doce. E uma erva perene, bianual, com cerca
de 60 cm de altura, com flores pequenas, caule verde e cilindrico e de sementes
aromaticas. O 6leo essencial pode ser extraido a partir das suas sementes e frutos

secos (Figura 10). A planta tem indicacdo medicinal como antiinflamatoria, antiacida,
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broncodilatadora, expectorante, antiespasmaodica, miorelaxante, analgésica,
calmante, lipolitica, antihipertensiva (diurética), antiparasitaria e galactorréica. E seus
fitoconstituintes de maior destaque séo trans-anetol, estragol, anisaldeidos, além de,
cumarinas, miristicina e flavonoéides (FEBRER et al., 2001; LIMA et al., 2005).
Rosmarinus officinalis, cuja sinonimia popular € alecrim, pertence a familia
Lamiaceae e é uma planta medicinal de onde também se pode extrair 6leo
essencial. Do ponto de vista medicinal, a planta é indicada pelas suas atividades
antioxidante, anti-reumatica, orexigena e eupeptica (SANT’ANA; MANCINI-FILHO,
1999), além de anti-hipertensiva, ténica (adinamia), analgésica, laxante e anti-
séptica bucal (FEBRER et al., 2001). Assim como os demais 6leos essenciais, o de
R. officinalis apresenta uma variedade de fitoconstituintes e dentre os principais
citam-se a-pinene (2 a 25%), acetato de bornio (0 a 17%), canfora (2 a 14%) e 1,8-
cineole (3 a 89%) (DAFERERA et al., 2000; DEMETZOS; PERDETZOGLOU, 2001;

PINTORE et al., 2002).

Figura 10: Pimpinella anisum L. (Apiaceae) — erva-doce.
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Figura 11: Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) — alecrim.

Um d6leo essencial, em geral, apresenta variadas fun¢des quimicas pela sua
diversidade de fitoconstituintes em sua composicdo, a exemplo de alcodis (linalol,
geraniol, terpinol, mentol, borneol), aldeidos (citral, citronelol, benzaldeido, aldeido
cindmico, vanilina), acidos (benzdico, cindmico, miristico), fendis (eugenol, timol,
carvacrol), cetonas (carvona, mentona, pulegona, céanfora), ésteres (cineol,
eucaliptol, anetol, safrol), terpenos (pineno, limoneno, felandreno), lactonas
(cumarina), dentre outros (SIMOES; SPITZER, 2003).

Eugenol € um fitoconstituinte fendlico (Figura 12), que além do seu poder anti-
séptico, possui propriedades espasmogénicas. No entanto, pela sua toxicidade pode
causar dermatite, gengivite e alergia, sendo necessarias formulacbes com
concentragbes seguras antes de qualquer liberacdo de fitoconstituinte para uso
terapéutico (MANABE et al., 1987; MADEIRA et al., 2002; BLEASEL, 2002; BURT,
2004).

O eugenol tem sido relatado como maior fitoconstituinte do Allium sativum L.

(85%), espécie vegetal popularmente conhecida como alho (FARAG et al., 1989).
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Tem sido relatadas concentracfes letais de eugenol na inibicdo da producdo de
amilase e proteases, além da deterioracdo da parede celular bacteriana e a alta
queda da lise celular (THOROSKI et al., 1989).

Os terpenodides constituem uma grande variedade de substancias quimicas
presentes nos vegetais, sendo esse termo empregado para designar todas as
substancias cuja origem biossintética deriva do isopreno (possuem 5 atomos de
carbono) (SIMOES; SPTIZER., 2003). Como representantes dos terpenoides,
destacamos o alfa-pineno e beta-pineno (Figura 12).

O Citral € um fitoconstituinte do tipo aldeido (Figura 12). Em relacdo ao
mesmo, sdo encontrados relatos de atividades biologicas e sua utilizacdo com fins
medicinais (LANCIOTTI et al., 2004).

Pesquisas com plantas medicinais relacionando etnofarmacologia, fitoquimica
e bioatividade antibacteriana tém sido periodicamente realizadas, seja para analise
da estrutura molecular e de mecanismos de acdo dos principios ativos, buscando,
sobretudo, desenvolver modelos para a producdo de novos farmacos bioativos

naturais ou derivados sintéticos.

9 @ i*ﬂé

alfa-pineno  beta-pineno citral eugenol

Figura 12: Estrutura quimica dos fitoconstituintes ensaiados.
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3 — OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral:

Avaliar a atividade biolégica de 0leos essenciais e fitoconstituintes de plantas
medicinais sobre cepas bacterianas potencialmente causadoras de Endocardite

Infecciosa.

3.2- Objetivos especificos:

- Realizar triagem dos Oleos essenciais na concentracdo absoluta frente a
espécies bacterianas selecionadas para estudo;

- Caracterizar o perfil de resisténcia das cepas bacterianas testes frente aos
antibioticos Gentamicina e Penicilina G Cristalina;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos essenciais
ensaiados e alguns fitoconstituintes selecionados presentes nesses 6leos;

- Avaliar a interferéncia dos Oleos essenciais e fitoconstituintes sobre a
viabilidade celular de algumas cepas ensaiadas;

- Executar testes toxicoldgicos pré-clinicos frente a Artemia salina com 0Oleos
essenciais e fitoconstituintes que se apresentarem efetivos na inibicdo do
crescimento das cepas bacterianas.

- Avaliar atividade de embriotoxicidade dos Oleos essenciais sobre larvas de

Aedes aegypti.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1- Locais de trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude; no Laboratério de
Toxicologia (LABETOX), do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF), Centro
de Ciéncias da Saude (CCS), Campus I, da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) - Jo&o Pessoa, e no Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Histologia e Embriologia, Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE) - Recife.

4.2 — Oleos essenciais e fitoconstituintes ensaiado S

Os 6leos essenciais e respectivos fitoconstituintes utilizados nos ensaios
bioldgicos, oriundos de espécies vegetais, foram selecionados seguindo-se as
informacgdes na literatura especializada e seu uso na medicina natural ou popular. Os
Oleos essenciais foram obtidos da empresa FERQUIMA - Industria e Comércio Ltda
(Vargem Grande Paulista - S0 Paulo). Os produtos vieram acompanhados de um
boletim técnico, contendo as informacdes sobre o processo de extracdo dos Oleos,
0S quais seguem a técnica padrdo adotada — Hidrodestilacdo (MATOS, 1988;
CRAVEIRO et al., 1981), bem como laudos sobre a aparéncia, cor, impureza, odor,

densidade e indice de refracéo (20<C), validando a qualidade do produto.
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As espécies vegetais das quais foram obtidos os 6leos essenciais utilizados
para 0s ensaios microbiolégicos e suas principais indicacdes medicinais, estao
expressos Quadro 1.

Os fitoconstituintes utilizados nos ensaios bioldgicos foram alfa-pineno, beta-
pineno, citral e eugenol e, foram cedidos pela professora Dionezine de Fatima
Navarro, do Laboratério de Farmacotécnica do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Estadual de Ponta Grossa - Parana.

Os odleos essenciais e fitoconstituintes avaliados quanto a sua atividade
antibacteriana foram testados “in natura” nas concentracdes de 40 até 0,63 pL/mL,
seguindo o protocolo de Allegrini et al. (1973). (Oleo essencial e fitoconstituinte: 0,4
mL; Tween 80: 0,04 mL; 4gua destilada g.s.p.: 5 mL). Tais concentracbes foram

obtidas através de diluicdes seriadas a razéo de 2.

4.3 — Antibidticos testados

Para controle de avaliacdo da atividade antibacteriana dos produtos naturais,
foram utilizados como padrédo, os antibiéticos Penicilina G cristalina (10 pg/mL) e
Gentamicina (10 pg/mL), considerados, convencionalmente, pelas diretrizes
internacionais que tratam do diagnéstico e terapéutica antimicrobiana da El
(BADDOUR et al., 2005). Foram avaliados através da técnica de difusdo em meio
sélido, utilizando discos de papel de fitro — 6 mm (Sensidisc — Diagndstico
Microbiolégico Especializado — CECON, Aracatuba - SP), de acordo com a

metodologia de Bauer e Kirby (1966).
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Quadro 1: Espécies vegetais das quais foram obtidos os 6leos essenciais para 0s

ensaios microbioldgicos e suas principais indicacdes medicinais.

Espécie / Sinonimia Partes IndicagBes medicinais Referéncias

Familia popular utilizadas

Aloeveral./ Babosa Folhas Acne, alopecia, anemia, | Champs et al., 2003.

Liliaceae arteriosclerose, constipa- | Lima et al., 2005.

¢do, dermatite, artrite, | Oliveira et al., 2006.
colite, cancro e gripe.
Caryophyllus Cravo Folhas e | Odontalgia, onicomico- | Dip et al., 2004.
aromaticus L. botdes se, halitose, gengivite,
/ Myrtaceae florais faringite, frigidez sexual,
parasitose, anorexia e
repelente a insetos.
Eucalyptus Eucalipto Folhas e Rinite, sinusite, bronquite, | Febrer et al., 2001.
globulus L./ cascas como  anti-séptico e | Lima et al., 2005.
Myrtaceae aromatizante.

Eugenia Pitanga Flores, Hepatopatia, bronquite, | Vieira et al., 1992.
uniflora L./ frutos e faringite, diarréia, febre, | Alves et al., 2000.
Myrtaceae folhas artrite, parasitose, gota, | Montanher et al., 2002.

hipertensédo arterial e na | Luna et al., 2005.
oleosidade capilar. Lima et al., 2005.

Laurus Louro-de- Folhas Anorexia, dor articular, | Oliveira; Vendramin, 1999.
nobilis L./ cheiro cefaléia, cdlica intestinal, | Lima et al., 2005.
Lauraceae pirose, dispepsia e | Conforti et al., 2006.

bronquite catarral.

Melissa Erva- Folhas e | Ansiedade, dispepsia, co- | Lima et al., 2005

officinalis L. / cidreira flores lica intestinal, diarréia, | Silva et al., 2006.
Lamiaceae febre e mialgia.

Mentha Hortela- Folhas Cdlica, anorexia, asma, | Matos, 1998.
piperital./ pimenta febre, tosse, hipertenséo | Febrer et al., 2001.
Lamiaceae arterial, vémito, halitose e | Vidal et al., 2007.

endoparasitose.

Ocimum Basilicdo, Folhas Afta, antraz, furinculo, | Febrer et al., 2001.

basilicum L./ | Alfavaca erosdo mamilar, febre, | Lima et al., 2005
Lamiaceae ou Manijeri- acne, bronquite, caimbra,
céo gripe, tosse e faringite.
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Continuacdo do Quadro 1:

Espécie / Sinonimia Parte IndicacBes medicinais Referéncias
Familia popular utilizada
Origanum Orégano Folhas Colica, cefaléia, consti- | Sellar, 2002.
vulgare L./ pacdo, bronquite, artrite, | Souza, 2006.
Lamiaceae anorexia e pediculose. Souza et al., 2007.

Pimpenella Erva-doce | Sementes | Pirose, asma, colica, ce- | Febrer et al., 2001.

anisum L./ (fruto seco) | faléia, caimbra, palpita- | Lima et al., 2005.
Apiaceae ¢do, nausea e bronquite
catarral.
Rosmarinus Alecrim Folhas Anorexia, dispepsia, artri- | Sant’Ana; Mancini-Filho,
officinalis L. / te, artrose, flatuléncia e | 1999.
Lamiaceae como antioxidante. Febrer et al., 2001.
(Labiateae)

4.4 — Espécies bacterianas

As espécies bacterianas utilizadas nos ensaios microbiolégicos foram
fornecidas pelo Laboratério de Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) -
Rio de Janeiro, e pelo Laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, do CCS, da UFPB — Jodo Pessoa, conforme relacdo expressa no

Quadro 2.

4.5 — Meios de cultura

Para a execucdo dos ensaios de atividade antibacteriana dos Oleos

essenciais e fitoconstituintes, foram usados agar e caldo Muller-Hinton (DIFCO



Laboratories, Detroid, USA). Os mesmos foram preparados conforme a instrucdo do

fabricante.

Quadro 2: Relagédo nominal e origem das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios

microbiolégicos:

CEPAS BACTERIANAS CODIGO FORNECEDOR
1 — Eikenella corrodens *ATCC 23834 (FIOCRUZ)
2 - Escherichia coli *ATCC 11105 (FIOCRUZ)
3 — Escherichia coli *ATCC 8739 (CCS/UFPB)
4 — Escherichia coli *ATCC 10536 (CCS/UFPB)
5 — Haemophilus influenzae *ATCC 51907 (FIOCRUZ)
6 — Klebsiella pneumoniae *ATCC 4352 (FIOCRUZ)
7 — Klebsiella pneumoniae *ATCC 4362 (CCS/UFPB)
8 — Pseudomonas aeruginosa *ATCC 9027 (CCS/UFPB)
9 — Pseudomonas aeruginosa *ATCC 25619 (FIOCRUZ)
10 — Pseudomonas aeruginosa *ATCC 15442 (CCS/UFPB)
11 — Pseudomonas aeruginosa *ATCC 27853 (CCS/UFPB)
12 — Staphylococcus aureus *ATCC 13150 (FIOCRUZ)
13 — Staphylococcus aureus *ATCC 6538 (CCS/UFPB)
14 — Staphylococcus aureus *ATCC 25923 (CCS/UFPB)
15 — Staphylococcus aureus **LFB 126 (FIOCRUZ)
16 — Staphylococcus epidermidis ***SSI 1 (FIOCRUZ)
17 — Staphylococcus epidermidis *ATCC 12228 (CCS/UFPB)
18 — Streptococcus pneumoniae *ATCC 11773 (FIOCRUZ)
19 — Streptococcus pyogenes *ATCC 19615 (FIOCRUZ)
20 — Streptococcus pyogenes grupo A *ATCC 8668 (FIOCRUZ)

*ATCC = American Type Culture Collection (EUA);

**LFB = Laboratorio de Fisiologia Bacteriana — FIOCRUZ (Brasil);

***SS| = Statens Seruminstitut (Dinamarca).
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4.6 — In6culo bacteriano

O in6culo das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios microbiologicos foi
obtido a partir de culturas com repiques de 24 horas a 35C. As suspensdes foram
preparadas em tubos de ensaio (160 x 16 mm), contendo 10 mL de solucéo salina
(NaCl a 0,9%) esterelizada. Em seguida, tais suspensdes foram agitadas durante 2
minutos com auxilio de aparelho Vortex. Apds agitacdo, cada suspensao teve sua
turbidez comparada e ajustada e turbidez apresentada pela solucédo de sulfato de
bario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um inoculo de,
aproximadamente, 10° UFC/mL. As suspensdes bacterianas foram diluidas 1:9 viv
em solucdo salina, para obtencdo de um inoculo final contendo, aproximadamente,
10® UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; NCCLS,

2004).

4.7 — Ensaios de atividade antibacteriana

4.7.1 — Triagem da atividade antibacteriana dos 6le  0s essenciais

A triagem do potencial antibiético dos 6leos essenciais frente as espécies
bacterianas selecionadas, foi feita pelo método de difusdo em meio sélido com disco.
Em placas de Petri (90 x 15 mm), descartaveis e esterelizadas (DISPROLET), foi
colocado 1 mL de cada suspensdo bacteriana, contendo, aproximadamente, 10’
UFC/mL. Em seguida, foi vertido 20mL de agar Muller-Hinton fundido a 45 a 50C,

sendo lentamente homogeneizado. Apés solidificacdo do meio de cultura, discos de
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papel de filtro (CECON — SP) foram embebidos com 20 pL de cada Oleo essencial
“in natura”. Os mesmos foram depositados sobre o meio de cultura contendo o
inéculo microbiano.

Os ensaios feitos em duplicata e incubados a 35C, por 24 horas. E ap6s o
tempo de incubacédo, foram feitas as leituras dos resultados. Foram considerados
positivos, 0s 0leos essenciais que produziram halos de inibicdo iguais ou superiores
a 10 mm de diametro (WONG-LEUNG, 1988; NAQUI et al., 1991; NCCLS M2-A7,

2000a).

4.7.2 — Determinacdo da Concentracao Inibitéria Min  ima

Na segunda etapa do trabalho, foi determinado a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) dos 6leos essenciais selecionados na triagem microbiologica e dos
fitoconstituintes. A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluigdo
em placas de poliestireno (TPP/ISO 9001/Switerland), com tampas esterelizadas
(NCCLS M2/A7, 2000a; HADACEK; GREGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Nas placas contendo 96 pocos em forma de U, nas colunas de A a H e linhas
de 1 a 12, foram colocadas 100 pL do caldo nutriente duplamente concentrado. Logo
em seguida, foi acrescentado nos pocos da coluna A e linhas de 1 a 12, 100 pL do
produto natural testado (6leo essencial), na concentracao inicial de 40 pL/mL (ou 4%)
preparado na forma de emulséo (ALLEGRINI et al., 1973). Foi feita a diluicdo seriada
a razao de 2 (40 a 0,63 pL/mL) a partir da coluna A até G. Na ultima coluna (H), foi

utilizada para controle de viabilidade para espécie bacteriana. Uma vez, feitas as



dilui¢cdes, foi inoculado em todas as cavidades de placas 10 pL das suspensdes. Os
ensaios foram feitos em duplicata e incubados a 35°C por 24 horas.

Com a finalidade de se evidenciar a CIM dos produtos frente as espécies
bacterianas testadas, foi preparada e usada uma solucao indicadora de resazurina
sédica (SIGMA) em agua destilada esterelizada na concentracdo de 0,01% (p/v).
Depois de decorrido o tempo de incubacdo adequado, foram adicionados 20 pL de
solucdo de resazurina em cada cavidade, deixando-se agir por um periodo de trés
horas em estufa a 35C. Em seguida, foi feita a leitura do resultado, sendo
observado a mudanca da coloracdo azul para rosa, indicando a reducdo da
resazurina mediante o0 crescimento das cepas bacterianas (Figura 13). A
interpretacdo dos resultados foi visualizado com maior seguranca em relacdo a
CIM, definida como a menor concentragcdo do produto natural que inibiu o
crescimento bacteriano, pela evidéncia da cor azul do indicador utilizado (MANN;

MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002).

40 pL/mL
20 pL/mL
10 pL/mL

5 pL/mL

2,5 uL/mL
1,25 uL/mL
0,63 pL/mL

Controle

Figura 13: Placa de Microdiluicao utilizada.
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4.7.3 — Determinacédo da cinética de morte bacterian a

O estudo da interferéncia dos 0Oleos essenciais ou fitoconstituintes sobre a
viabilidade das cepas bacterianas foi realizado através do método de contagem de
células viaveis. Neste ensaio, foi observado o comportamento das cepas bacterianas
frente a CIM previamente determinada. Inicialmente, 1 mL da suspensao bacteriana
foi inoculado em 4mL de caldo nutriente com concentracdo ajustada para 10 mL. Em
seguida, adicionou-se 5 mL da solucdo do Oleo essencial ou fitoconstituinte com
concentracdo de duas vezes a da CIM determinada.

O sistema ficou incubado a 35 - 37C. Nos intervalos 0, 1, 2, 4, 8, 12 e 24
horas pés-incubacao, uma aliquota de 1,0 mL da suspenséo foi diluida seriadamente
(1:9 v/v) em &gua peptonada 0,1% (10" — 10”°) e uniformemente inoculada em placa
de Petri contendo agar nutriente. Foi realizado o experimento controle onde a
solucdo do Oleo essencial ou fitoconstituinte foi substituida por 5 mL de soro
fisiologico estéril adicionado de 0,04 mL de Tween 80. Os ensaios ficaram incubados
a 35 - 37C por 24 horas, de modo que apés o fim do periodo de incubacéo,
realizou-se a contagem do numero de células viaveis, e expressas em Log de

UFC/mL (SAGDIC, 2003).

4.8 — Ensaios toxicoldgicos

4.8.1 — Bioensaios de toxicidade com o6leos essencia is e fitoconstituintes

selecionados frente & Artemia salina
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As larvas de A. salina tém sido amplamente utilizadas como organismos alvos
(microcrustaceo — Brine Shrimp ) para se detectar a bioatividade de compostos de
plantas e estabelecer a sua toxicidade através da determinacdo da Concentracao
Letal 50% (CLso) (ALVES et al., 2000; LIMA et al., 2002; CALDWELL et al., 2003;
SVENSSON et al., 2005; LUNA et al., 2005; CUADRA et al., 2005).

Para a obtencdo dos nauplios (larvas de 24 horas), cistos de Artemia salina
foram colocados em um recipiente contendo agua salina (pH 8,5 e 29 °C), o qual
ficou sob iluminacéo artificial por 24 h. Por fim, apds esse periodo, observou-se se
houve eclosao dos cistos e obtencédo dos nauplios.

O oleo foi solubilizado com Tween 80, DMSO e agua salina, a fim de se obter
uma solucdo méae de 10 mg/mL. A partir desta, foram efetuadas diluicbes para
concentracdes inferiores de 10 - 1000 pg/mL. Colocou-se 5 mL de cada uma dessas
solucdes em tubos de ensaio e adicionou-se de 13 a 15 nauplios.

Cada concentracéo foi testada em triplicata e repetida em trés experimentos.
Um grupo controle foi preparado contendo apenas os solventes e as larvas. O
conjunto em incubacao foi deixado sob luz artificial por 24 h e, finalmente, realizou-
se a contagem do numero de larvas vivas e mortas.

A CLso, concentracdo considerada letal para 50% das larvas, foi determinada
de acordo com o0 método estatistico de Probitos utilizando o programa
computadorizado Microcal Origin 6.0. Para CLsg menor que 1000 ug/mL, as espécies

sao consideradas bioativas (McLAUGHIN; ROGERS, 1998).

4.8.2 — Bioensaios de embriotoxicidade in vitro com Oleos essenciais

selecionados frente as larvas do  Aedes aegypti
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Esse bioensaio foi realizado no Laboratorio de Cultura de Células do
Departamento de Histologia e Embriologia — Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco, com a participacdo do Programa de Saude
Ambiental da Prefeitura da cidade do Recife.

As larvas e ovos do A. aegypti foram obtidos no insetario do Centro de
Vigilancia Ambiental (CVA), prefeitura do Recife, Pernambuco-Brasil. As larvas
foram criadas de acordo com a metodologia ja definida (SILVA et al., 1998).

As larvas dos mosquitos A. aegypti foram criadas a partir de ovos coletados
nos criadouros do Distrito Sanitario VI. O desenvolvimento e ecdise das larvas (L1,
L2, L3 e L4) e das pupas resultaram em mosquitos adultos. Estes constituem
geracdo parental, da qual se podem adquirir novas linhagens puras. Os insetos
adultos foram abrigados em gaiolas apropriadas, com laterais telados e fundos de
acrilico. Foram criadas sete linhagens de A.aegypti e todas foram utilizadas para
obtencao de ovos e larvas.

Dez larvas no primeiro estdgio (L1) foram cultivadas na presenca de
diferentes diluicdes dos Oleos essenciais, por 72 horas, em temperatura ambiente e
fotofase aproximada de 12 horas. Cada diluicao foi testada em triplicata e utilizou-se
o DMSO (dimetilsulfoxido) como controle. A cada 24 horas foi verificado o
desenvolvimento das larvas.

O ensaio experimental consistiu em cultivar as larvas do vetor, as quais foram
analisadas estatisticamente e morfologicamente, quanto ao fator de inibicdo do
desenvolvimento produzido pelos 6leos essenciais. Os resultados foram analisados

durante o periodo de cultivo através de microscopio invertido (Leica) com contraste
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fase e as imagens dos estagios de desenvolvimento foram capturadas com Camera
Leica DFC-280.

ApoOs obtencdo dos estagios de desenvolvimento das larvas, os mesmos
foram imersos em solucdo fixadora 2,5%, paraformaldeido a temperatura de
aproximadamente 4°C durante trés horas. Cerca de cinco larvas de cada grupo
foram analisadas utilizando o microscopio invertido (fator de ampliagcdo 100x). Da
mesma forma, as fotomicrografias foram obtidas com Camera Leica DFC-280. As
leituras de desenvolvimento das larvas foram avaliadas em 24 horas ap0ds o inicio
dos experimentos até 72 horas apdés o inicio do bioensaio e os resultados notificados

em tabelas (SILVA et al., 1998).

4.9 — ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foram utilizados testes de estatistica descritiva (média
e desvio padrdo) e de estatistica inferencial (teste t de Student), adotando-se
probabilidades estatisticamente significantes de 5% (p<0,05). Os valores da CLsg
foram calculados, a partir de regressdes nao-lineares e lineares feitas pelo método
do minimo quadrado das curvas concentracdo-respostas individuais. Para realizacdo
das analises estatisticas foram utilizados softwares SPSS versdo 11 e o Probitos

Microcal Origin 6.0.
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Triagem da atividade antibacteriana dos 6leos  essenciais

Para avaliacdo do potencial antibacteriano, foi realizada uma triagem com 0s
Oleos essenciais de A. vera, C. aromaticus, E. globulus, E. uniflora, L. nobilis, M.
officinalis, M. piperita, O. basilicum, O. vulgare, P. anisum e R. officinalis frente a
todas as espécies bacterianas inicialmente ensaiadas, bem como com o0s
antibioticos Penicilina G Cristalina e Gentamicina. Foram selecionadas as espécies
bacterianas potencialmente causadoras de El, tais como, E. coli ATCC 8739, E.
corrodens ATCC 23834, K. pneumoniae ATCC 4352, P. aeruginosa ATCC 25619, S.
aureus ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25923 (Tabela 1).

Todas as cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas foram 100%
sensiveis aos 0Oleos essenciais de L. nobilis e O. vulgare, apresentando halos de
inibicdo entre 10 e 34 mm e, respectivas médias de 18 e 30 mm de diametros
(Figura 14, 15 e 16). Tais resultados também foram superiores a média dos halos de
inibicdo produzidos pela gentamicina (16 mm de diametro) e penicilina (12,5 mm de
diametro) (Tabela 1).

Os oOleos essenciais de C. aromaticus e M. piperita apresentaram inibicao
significativa sobre o crescimento de 4 (67%) das 6 cepas bacterianas (Figura 17 e
18). No entanto, os demais 0Oleos essenciais ensaiados de A. vera, E. globulus e O.
basilicum apresentaram atividade antibacteriana em 50% das cepas bacterianas, ao
passo que, os de E. uniflora, M. officinalis e P. anisum obtiveram essa atividade em

menos da metade das cepas selecionadas (Tabela 1).
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Tabela 1: Média dos halos de inibicdo (em mm) da atividade antibacteriana dos

Oleos essenciais “in natura” e antibioticos sobre espécies bacterianas.

Cepas Bacterianas

Oleos E. coli E. corrodens K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus S. aureus
Essenciais ATCC 8739 ATCC 23834 ATCC 4352 ATCC 25619  ATCC 6538 ATCC 25923
Halos de inibicao (mm)
A. vera 25 11 14 7 0 0
C. aromaticus 16 10 0 8 11 10
E. globules 10 9 11 7 10 8
E. uniflora 0 8 14 8 8 7
L. nobilis 25 28 16 16 12 10
M. officinalis 24 0 8 7 0 0
R. officinalis 24 10 0 8 0 8
M. piperita 20 10 12 8 0 15
O. basilicum 30 9 8 9 11 12
O. vulgare 32 24 34 33 30 30
P. anisum 18 7 8 7 0 0
Antibiéticos: Halos de inibi¢do (mm)
Gentamicina 15 10 13 15 25 18
Penicilina G. 20 20 0 0 15 20

Os oOleos essenciais de A. vera, M. officinalis e P. anisum ndo apresentaram
atividade antibacteriana em nenhuma das espécies de Staphylococcus aureus. No
entanto, vale ressaltar que a espécie E. coli ATCC 8739 foi sensivel a todos os 6leos
essenciais experimentados, com excec¢ao do Oleo essencial de E. uniflora (Tabela 1).

Levando em consideragao os resultados obtidos com o ensaio de atividade
antibacteriana com o padrdo de Gentamicina e Penicilina G. cristalina frente as
espécies bacterianas trabalhadas nesse estudo, vale ressaltar o potencial
farmacoldgico encontrado dos 0leos essenciais de L. nobilis e O. vulgare. Ambos os

Oleos essenciais de L. nobilis e O. vulgare, sao citados na literatura com atividades



62

anti-sépticas, desinfetantes, inseticidas, parasitarias dentre outras propriedades

farmacoldgicas (PANIZZA, 1997; SELLAR, 2002; SOUZA, 2006).
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Figura 14: Diametro do halo de inibicdo (mm) de cepas bacterianas sob agao do

6leo essencial de L. nobilis.
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Figura 15: Diametro do halo de inibicdo (mm) de cepas bacterianas sob agao do

Oleo essencial de O. vulgare.
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Figura 16: Imagem do halo de inibicao do 6leo essencial de L. nobilis sobre P.

aeruginosa (ATCC 25619), difusdo em meio sélido.
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Figura 17: Diametro do halo de inibicdo (mm) de cepas bacterianas sob a¢éo do éleo

essencial de C. aromaticus.
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Figura 18: Diametro do halo de inibicdo (mm) de cepas bacterianas sob acédo do Oleo

essencial de M. piperita.

Os resultados obtidos na triagem de atividade antibacteriana, corroboram os
dados publicados por Lima e colaboradores, em 1993, onde o 6leo essencial de L.
nobilis inibiu o crescimento de 15 das 16 cepas de dermatdfitos, incluindo
Trichophytos, Microsporium e Epidermophytus, cujos halos de inibicdo foram entre
15 a 30 mm de diametro. Também deve ser considerado os resultados do produto
frente as espécies de leveduras do género Malassezia e Trichosporon, os quais
apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de L. nobilis (LIMA et al., 1993).

Em relacdo ao 6leo essencial de O. vulgare, foi possivel constatar que todas
as espécies bacterianas apresentaram sensibilidade ao produto, dados que
corroboram com os resultados encontrados por Souza et al.(2006). Estes autores
fizeram uma avaliacdo do potencial da atividade antibiética do 6leo essencial sobre
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, o qual produziu importante

atividade inibitéria com halos de inibicdo, em média, com 30 mm de diametro. Tais
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resultados com os 6leos essenciais de O. vulgare e L. nobilis, definiram a escolha
dos mesmos para os demais ensaios de atividade antibacteriana, em especial a
determinacdo da CIM, como também a curva de morte bacteriana e os ensaios
toxicoldgicos.

A triagem da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e dos
fitoconstituintes € utilizada como teste preliminar para avaliagdo do potencial
antimicrobiano e, a partir da obtencédo dos resultados inicais € que se foi executado
a sequUéncia de ensaios experimentais mais aprofundados com vistas a obtencéo de
maiores informacgdes sobre propriedade bioativas (HSIEH et al., 2001; LIMA, 2002;

PONTES, 2002; GAYOSO et al., 2004).

5.2 — Determinacado da concentracao inibitéria minim  a - CIM

A selecdo dos Oleos essenciais com propriedades antibacterianas foi feita
pela técnica de difusdo em meio solido. Foram selecionados os produtos que
produziram inibicdo sobre 90% das cepas bacterianas e cujos halos de inibicao
foram superiores a 10 mm de diametro (WONG-LEUNG, 1988) e, assim, foram
escolhidos os 6leos essenciais de L. nobilis e O. vulgare; e os fitoconstituintes alfa-
pineno, beta-pineno, citral e eugenol, os quais, ndo foram submetidos a triagem
microbiolégica inicial. A seguir, estdo listados os fitoconstituintes mais encontrados

nesses ( Quadro 3).
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Quadro 3: Relagéo dos principais fitoconstituintes encontrados nos 6leos essenciais

de L. nobilis e O. vulgare.

Oleos essenciais

Fitoconstituintes

Referéncias

Geraniol, linalol, timol, | Sayyah et al., 2002.
terpineol, cineol, trans- | Burt; Reinders, 2003.
L. nobilis L. cariofileno, pineno e | Souza, 20086.
eugenol. Tanaka et al., 2006.
Carvacrol, timol, citral, | Sivropoulou et al., 1996.
geraniol, y-terpineno, a- | Daferera et al., 2000.
O.vulgare L. pineno, PB-pineno, limone- | Demetzos e Perdetzoglou,

no, p-cimeno, 0-cimeno,
canfeno, borneol e trans-

cariofileno.

2001.
Burt; Reinders, 2003.
Souza, 2006.

O oleo essencial de L. nobilis produziu atividade inibitéria sobre as bactérias,

onde 16 (80%) das cepas foram sensiveis na concentracdo de 1,25 pL/mL, sendo

considerada a CIM (Tabela 3). A cepa P. aeruginosa ATCC 15442 apresentou

sensibilidade do produto natural na concentragao de 10 pL/mL, destacando-se das

demais espécies bacterianas quanto ao comportamento bioldgico frente ao 6leo

essencial de L. nobilis (Tabela 2).

Ao contrario do 6leo essencial de L. nobilis, o de O. vulgare apresentou

atividade antibacteriana mais moderada sobre as bactérias Gram-positivos e

Gram-negativos. O 6leo essencial de O. vulgare a 10 pL/mL inibiu o crescimento

de 11 (55%) das cepas bacterianas; mas, todas as 20 (100%) foram sensiveis

ao produto natural na concentracdo de 20 pL/mL (Tabela 3).
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Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de L. nobilis sobre

espécies bacterianas, pela técnica de microdiluicéao.

Oleo essencial de L. nobilis (uL/mL)

Bactérias 40 20 10 5 25 125 063 Controle
(n=20)
E. corrodens 23834 - - - - - - + +
E. coli 11105 - - - - - - + +
E. coli 8739 - - - - - - + +
E. coli 10536 - .o - - + +
H. influenzae 51907 - - - - - + + +
K. pneumoniae 4352 - - - - - - + +
K. pneumoniae 4362 - - - - - - + +
P. aeruginosa 9027 - - - - - - + +
P. aeruginosa 15442 - - - + + + + +
P. aeruginosa 25619 - - - - - + + +
P. aeruginosa 27853 - - - - - - - +
S. aureus 13150 - - - - - - - +
S. aureus 6538 - - - - - - - +
S. aureus 25923 - - - - - - - +
S. aureus LFB 126 - - - - - + + +
S. epidermidis SSI 1 - - - - - - - N
S. epidermidis 12228 - - - - - - - +
S. pneumoniae 11773 - - - - - - - +
S. pyogenes 19615 - - - - - - + +
S. pyogenes 8668 - - - - - - + +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) nao inibicdo do crescimento bacteriano.

Pesquisadores relataram que, o 6leo essencial de O. vulgare possui uma
riqueza em compostos fendlicos, advindo dai a sua atividade antimicrobiana, a

exemplo do carvacrol, um dos compostos fenélicos reconhecidamente majoritarios
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nesse Oleo essencial e que pode, possivelmente, ser o principal responsavel pela
boa atividade antimicrobiana desse 0Oleo (JULIANO et al.,, 2000; MARINO et al,
2001), todavia, outros autores tém sugerido que 0s componentes minoritarios de
Oleos essenciais também podem exercer importante papel na atividade
antibacteriana, tais como, p-cimeno, mirceno, 0-cimeno, y-terpineno,
transcariofileno, limoneno, a-pineno, B-pineno, canfeno, 1,8-cineol, borneol, entre
outros (MILOS et al., 2000; VALERO; SALMERON, 2003; MARIN et al., 2004;
BURT, 2004; CHUN et al., 2005; SOUZA, 2006).

Essas substancias apresentam capacidade de aumentar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica microbiana provocando perda de ATP citoplasmatico
(LAMBERT et al., 2001) e, essa disfuncédo na permeabilidade esta relacionada com
sua capacidade de interagir com a membrana citoplasmatica, podendo se dissolver
na bicamada lipidica alinhando-se entre as cadeias de acidos graxos (ULTEE et al.,
2000), desestabilizando a membrana citoplasméatica, aumentando sua fluidez e
resultando no incremento danoso de sua permeabilidade passiva (ULTEE et al.,
2002).

Os compostos fendlicos, portanto, possuem a capacidade de interagir com
mecanismos essenciais para o metabolismo vital bacteriano (MARINO et al., 2001).

Compostos terpénicos sdo facilmente encontrados e obtidos nos o6leos
essenciais, pois, sdo suficientemente volateis para serem destilados a vapor

(MATOS et al., 1996; SOUZA, 2006).
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Tabela 3: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do oOleo essencial de O. vulgare

sobre espécies bacterianas, pela técnica de microdiluigao.

Oleo essencial de O. vulgare (uL/mL)

Bacterias (n=20) "40 20 10 5 25 125 063 Controle
E. corrodens 23834 - - - - + + + +
E. coli 11105 S + + + +
E. coli 8739 - - - + + + + +
E. coli 10536 - - - - + + + +
H. influenzae 51907 - - - + + + + +
K. pneumoniae 4352 - - - + + + + +
K. pneumoniae 4362 - - - + + + + +
P. aeruginosa 9027 - - - - - + + +
P. aeruginosa 15442 - - - + + + + +
P. aeruginosa 25619 - - - + + + + +
P. aeruginosa 27853 - - + + + + + +
S. aureus 13150 - - + + + + + +
S. aureus 6538 - - + + + + + +
S. aureus 25923 - - + + + + + +
S. aureus LFB 126 - - + + + + + +
S. epidermidis SSI 1 - - + + + + + +
S. epidermidis 12228 - - + + + + + +
S. pneumoniae 11773 - - + + + + + +
S. pyogenes 19615 - - - + + + + +
S. pyogenes 8668 - - + + + + + +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) ndo inibicdo do crescimento bacteriano.

Das 20 cepas bacterianas ensaiadas, seis foram selecionadas para a
determinacdo da curva de cinética bacteriana. Como critério a inclusdo escolheu-se
duas cepas Gram-positivas (S. aureus) reconhecidos agente etiolégico prevalentes na

El do tipo hospitalar, pds-procedimentos invasivos ou portadores de proteses
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valvares; e quatro cepas Gram-negativas (P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli)
sendo esta primeira mais presentes, notadamente, em pacientes internados, em uso
de cateteres invasivos ou sob assisténcia ventilatéria mecanica e que, em geral, sdo
mais de evolucdo mais agressiva e comumente refratarias a terapéutica
antimicrobiana convencional, e, dessas uma cepa do Grupo HACEK (E. corrodens)
representando um agente etiologico oportunista e emergente (MURRAY et al., 2006).

Os resultados no presente estudo corroboram as afirmacdes de Ruberto et al.
(2000), Pintore et al. (2002), Wilkinson et al. (2003) com relacdo a acao dos oleos
essenciais sobre cepas de P. aeruginosa, todavia, mostrou valores de CIM do O.
vulgare sobre as quatro cepas de P. aeruginosa (ATCC 9027, ATCC 25629, ATCC
27853 e ATCC 15442), variando de 2,5 a 20 pL/mL.

Frente as quatro cepas de S. aureus (ATCC 13150, ATCC 6538, ATCC 25923
e LFB 126), todos os valores das CIM foram de 20 pL/mL. Ja sobre cepas
bacterianas de E. coli (ATCC 11105 e ATCC 18739) e K. pneumoniae (ATCC 4352 e
ATCC 9027), os ensaios com 0 0leo essencial de O. vulgare, revelaram valores de
CIM de 10 pL/mL para ambos os géneros, aproximando-se dos dados de Baydar e
colaboradores , em 2004, que encontraram valores de CIM entre 10 e 5 pL/mL para
essas espécies de bactérias.

Nostro et al.(2004), trabalhando com Oleos essencial de O. vulgare frente a
cepas bacterianas de Staphylococcus tipo MRSA, encontraram CIM de 1,25 pL/mL.
Da mesma forma, destacados outros estudos também encontraram atividade de O.
vulgare na inibicdo de bactérias patogénicas (AL-JEDAH et al., 2000; MARINO et al.,
2001; SOUZA, 2007).

O fitoconstituinte alfa-pineno na concentracdo de 40 pl/mL, inibiu o crescimento

de 15 (75%) das bactérias utilizadas nos ensaios microbioldgicos. Deve-se observar
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que, as cepas de P. aeruginosa (ATCC 25619 e 27853) foram resistentes até a

concentracéo inicial de 40 uL/mL (Tabela 4).

Tabela 4: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do fitoconstituinte alfa-pineno sobre
espécies bacterianas pela técnica de microdiluicéo.

Fitoconstituinte alfa-pineno (pL/mL)
Bactérias (n=20) "20 20 10 5 25 1,25 0,63 Controle

E. corrodens 23834 - + + + + + + +
E. coli 11105 - - - + + + + +
E. coli 8739 - - - - - + + +
E. coli 10536 - - - - - + + +
H. influenzae 51907 + + + + + + + +
K. pneumoniae 4352 - + + + + + + +
K. pneumoniae 4362 - - + + + + + +
P. aeruginosa 9027 - + + + + + + +
P. aeruginosa 15442 - + + + + + + +
P. aeruginosa 25619 + + + + + + + +
P. aeruginosa 27853 + + + + + + + +
S. aureus 13150 - + + + + + + +
S. aureus 6538 - - - - + + + +
S. aureus 25923 + + + + + + + +
S. aureus LFB 126 - - + + + + + +
S. epidermidis SSI 1 - - + + + + + +
S. epidermidis 12228 - + + + + + + +
S. pneumoniae 11773 - - + + + + + +
S. pyogenes 19615 - - + + + + + +
S. pyogenes 8668 + + + + + + + +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) ndo inibicdo do crescimento bacteriano.
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O fitoconstituinte beta-pineno, até a concentracdo de 10 pL/mL, produziu
inibicdo sobre o crescimento bacteriano, onde 13 (65%) das 20 cepas usadas nos
ensaios foram sensiveis, mostrando-se mais ativo que o produto alfa-pineno.
Contudo, nas duas concentracdes mais superiores a 20 uL/mL e a 40 pL/mL, o
fitoconstituinte beta-pineno inibiu o crescimento bacteriano numa proporcao de 14
(70%) e 18 (90%) das espécies bacterianas, respectivamente, supondo-se que a
sua CIM seja considerada entre essas duas concentracdes (Tabela 5).

As avaliacdes cientificas com 0Oleos essenciais apresentam heterogeneidade
no numero do tamanho dos indculos microbianos, na concentracdo e tipos de
antimicrobianos, nos meios de cultura e emulsificantes, e nos métodos de estudo da
potencialidade antimicrobiana, sendo destacado que a técnica de microdiluicdo tem
sido muito utilizada por apresentar vantagens, tais como, facilidade de realizacéo da
técnica, economia, rapida obtencdo de resultados e reprodutibilidade (BURT, 2004;
SOUZA, 2006).

Na determinacdo da CIM do fitoconstituintes eugenol, esse produziu
atividade antibacteriana, superando os resultados obtidos com o alfa-pineno e beta-
pineno.

O eugenol, até a concentragdo de 0,63 pL/mL, produziu intensa atividade
antibacteriana inibindo cerca de 16 (80%) das 20 cepas usadas nos ensaios
microbiolégicos. Logo na concentracao superior de 1,25 pL/mL inibiu o crescimento
bacteriano das 20 cepas (100%), podendo-se determinar a CIM entre essas duas

concentracdes (Tabela 6).
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Tabela 5 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do fitoconstituinte beta-pineno

sobre espécies bacterianas, pela técnica de microdiluigao.

Fitoconstituinte beta-pineno (uL/mL)

Bactérias (n=20) "40 20 10 5 25 1,25 0,63 Controle
E. corrodens 23834 - - - - + + + +
E. coli 11105 - - . - + + + +
E. coli 8739 - - - + + + + +
E. coli 10536 - - - + + + + +
H. influenzae 51907 - - - + + + + +
K. pneumoniae 4352 - - - - + + + +
K. pneumoniae 4362 - + + + + + + +
P. aeruginosa 9027 - + + + + + + +
P. aeruginosa 15442 - + + + + + + +
P. aeruginosa 25619 - - - - + + + +
P. aeruginosa 27853 - + + + + + + +
S. aureus 13150 + + + + + + + +
S. aureus 6538 - - - + + + + +
S. aureus 25923 - - + + + + + +
S. aureus LFB 126 - - - - + + + +
S. epidermidis SSI 1 - - - - + + + +
S. epidermidis 12228 - - - - + + + +
S. pneumoniae 11773 - - - - + + + +
S. pyogenes 19615 - - - - + + + +
S. pyogenes 8668 + + + + + + + +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) néo inibicdo do crescimento bacteriano.

Vale ressaltar que a triagem feita com o fitoconstituinte citral nas mesmas

concentracbes sobre cepas bacterianas selecionadas de interesse na pesquisa e

grupo controle, mostrou que esse produto néo foi capaz de inibir o crescimento em

nenhuma cepa ensaiada, sendo por isso, desprezado o seu seguimento no estudo

(Tabela 7).
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Tabela 6: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do fitoconstituinte eugenol sobre

espécies bacterianas, pela técnica de microdiluicéo.

Fitoconstituinte eugenol (uL/mL)

Bactérias (n=20) "40 20 10 5 25 1,25 0,63 Controle
E. corrodens 23834 - - - - - - + +
E. coli 11105 - - - - - - - +
E. coli 8739 - - - - - - + +
E. coli 10536 - - - ; - +
H. influenzae 51907 - - - - - - - +
K. pneumoniae 4352 - - - - - - + +
K. pneumoniae 4362 - - - - - - - +
P. aeruginosa 9027 - - - - - - - +
P. aeruginosa 15442 - - - - - - - +
P. aeruginosa 25619 - - - - - - - +
P. aeruginosa 27853 - - - - - - - +
S. aureus 13150 - - - - - - - +
S. aureus 6538 - - - - - - + +
S. aureus 25923 - - - - - - - +
S. aureus LFB 126 - - - - - - - +
S. epidermidis SSI 1 - - - - - - - +
S. epidermidis 12228 - - - - - - - +
S. pneumoniae 11773 - - - - - - - +
S. pyogenes 19615 - - - - - - - +
S. pyogenes 8668 - - - - - - - +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) n&o inibicdo do crescimento bacteriano.
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Tabela 7: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do fitoconstituinte citral sobre
espécies bacterianas, pela técnica de microdiluicédo.

Fitoconstituinte citral (uL/mL)

Bactérias (n=20) "40 20 10 5 25 1,25 0,63 Controle
E. corrodens 23834 + + + + + + + +
E. coli 11105 + + + + + + + +
E. coli 8739 + + + + + + + +
E. coli 10536 + + + + + + + +
H. influenzae 51907 + + + + + + + +
K. pneumoniae 4352 + + + + + + + +
K. pneumoniae 4362 + + + + + + + +
P. aeruginosa 9027 + + + + + + + +
P. aeruginosa 15442 + + + + + + + +
P. aeruginosa 25619 + + + + + + + +
P. aeruginosa 27853 + + + + + + + +
S. aureus 13150 + + + + + + + +
S. aureus 6538 + + + + + + + +
S. aureus 25923 + + + + + + + +
S. aureus LFB 126 + + + + + + + +
S. epidermidis SSI 1 + + + + + + + +
S. epidermidis 12228 + + + + + + + +
S. pneumoniae 11773  + + + + + + + +
S. pyogenes 19615 + + + + + + + +
S. pyogenes 8668 + + + + + + + +

(-): inibicdo do crescimento bacteriano; (+) n&o inibicdo do crescimento bacteriano.
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5.3 — Determinacao da cinética de morte bacteriana

Para obtencdo da curva de cinética bacteriana, foram selecionadas para o
experimento as cepas bacterianas S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC
9027 e S. pneumoniae ATCC 11773, os Oleos essenciais O. vulgare e L. nobilis e
fitoconstituintes alfa-pineno, beta-pineno e eugenol, para avaliacdo do efeito da CIM
na viabilidade das cepas bacterianas através da morte das mesmas.

Na determinacdo da curva de cinética da cepa P. aeruginosa ATCC 9027,
testada frente ao 6leo essencial do O. vulgare (20 pL/mL)e, também, com meio
isento do produto grupo-controle. No ensaio com O. vulgare, observou-se que, a
partir da segunda hora de incubacdo, houve uma curva descendente na
quantificacdo das UFC/mL de P. aeruginosa isolada. Esse descenso manteve-se
progressivamente até as 24 horas do experimento (p=0,0001). O teste foi realizado
com a cepa bacteriana isenta do produto, a curva de cinética teve comportamento
ascendente, demonstrando, comparativamente, a acao bioativa antimicrobiana que o
Oleo essencial de O. vulgare apresentou frente a cepa de P. aeruginosa (Figura 19).

O resultado da curva de cinética bacteriana das cepas de S. aureus ATCC
6538 frente ao Oleo essencial de L. nobilis (2,5 pL/mL), mostrou que esse produto
mostrou estalidade da curva (em forma de platd) até a 42 hora de incubagédo. No
entanto, a partir desse periodo, passou a apresentar reducdo parcial na viabilidade
bacteriana, mantendo essa atividade até a 24® hora, com reducdo no nimero de
UFC/mL de S. aureus (p=0,001). O grupo controle apresentou comportamento
estavel, semelhante ao produto, em forma de platd, até a quarta hora, porém, a partir

desse momento, houve ascencao progressiva na formacao de UFC/mL (Figura 20).



77

—e— O. vulgare
(20 pL/mL)
81 —=— Controle

— T .

Loa UFC/mL
o))

horas
1 2 4 8 12 24

Figura 19: Viabilidade de P. aeruginosa ATCC 9027 sob a acdo do 6leo essencial de

O. vulgare (20 puL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,0001).
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Figura 20: Viabilidade de S. aureus ATCC 6538 sob a agéo do 6leo essencial de L.
nobilis (2,5 pL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,001).

Na determinacdo da viabilidade bacteriana da cepa da S. pneumoniae
ATCC 11773, frente ao 6leo essencial do L. nobilis (2,5 pL/mL), foi realizado ensaio

com o mesmo, onde se verificou que, a partir da segunda hora de exposicédo da
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cepa de S. pneumoniae ao produto, houve uma inibicdo parcial, lenta e progressiva
na viabilidade bacteriana até as 24 horas de andlise (p=0,0001). Com 0 grupo

controle, houve um aumento progressivo no numero de UFC/mL de S. pneumoniae

(Figura 21).
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Figura 21: Viabilidade de S. pneumoniae ATCC 11773 sob a acéo do 6leo essencial

de L. nobilis (2,5 uL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,0001).

Foram realizados testes com os fitoconstituintes alfa-pineno (20 pL/mL),
beta-pineno (20 uL/mL) e eugenol (10 puL/mL) sobre cepas de S. aureus ATCC 6538
para determinar a curva de cinética de morte bacteriana e, portanto, analisar a
viabilidade da cepa bacteriana em estudo.

Na analise da curva de cinética bacteriana com S. aureus ATCC 6538 frente
o fitoconstituinte alfa-pineno (20 pL/mL), verificou-se que, ap0s a quarta hora de
incubacéo, esse fitoconstituinte passou a apresentar acao inibitéria sobre a cepa, de
forma progressiva e inibiu completamente a formacao das col6nias de S. aureus nas

24 horas do experimento (p=0,008) (Figura 22).
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O fitoconstiuinte beta-pineno (20uL/mL) sobre a cepa do S. aureus ATCC
6538, mostrou acdo bioativa antibacteriana apds a segunda hora de incubacéao,
continuando a inibir progressivamente a formacao de colbnias até a oitava hora. E, a
partir desse momento, inibiu completamente a viabilidade da cepa de S. aureus,

conforme esta expresso na curva de cinética bacteriana (p=0,001) (Figura 23).

—e- Alfa-pineno

10 - /././. (20 pL/mL)
8 ./.__./ —a- Controle

TN

Loa UFC/mL
»

1 2 4 8 12 24 horas

Figura 22: Viabilidade de S. aureus ATCC 6538 sob a acéo do fitoconstituinte alfa-
pineno (20 uL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,008).
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Figura 23: Viabilidade de S. aureus ATCC 6538 sob a agao do fitoconstituinte beta-
pineno (20 uL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,001).
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Observando o comportamento da viabilidade bacteriana da cepa do S. aureus
ATCC 6538 sobre o eugenol, na concentracdo de 10uL/mL, verificou-se que, apds a
segunda hora, houve diminuicdo progressiva na curva de cinética da formacéao de
colénias bacterianas. E, a partir da quarta hora, ocorreu total inibicdo dessa
viabilidade, permanecendo nula até as 24 horas de analise do experimento.

Ao passo que, com 0 grupo controle o resultado mostrou progressao lenta,
porém, ascendente até a avaliacdo das primeiras quatro horas. Todavia, a partir
dessa fase, a curva de cinética bacteriana apresentou comportamento ascendente e

progressivo na multiplicacdo dessa cepa (p=0,0001) (Figura 24).

—e— Eugenol

/_/./' (10 pL/mL)
8 ._/.__./ —&— Controle
6
4 ﬂ\\
2
\ horas
0 ; & & *—

1 2 4 8 12 24

Loa UFC/mL

Figura 24: Viabilidade de S. aureus ATCC 6538 sob a acdo do fitoconstituinte
eugenol (10 pL/mL) em diferentes intervalos de tempo (p=0,0001).

Nos ensaios de determinacdo da cinética bacteriana realizados foram
evidenciadas respostas satisfatorias por valores de UFC/mL sempre menores
daqueles observados no experimento controle e escolhidos como significancia

estatistica de 5% (p<0,05).
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Todas as cepas bacterianas incluidas nos ensaios de atividade antimicrobiana
nao apresentaram sensibilidade ao Tween 80, e além do mais, foram capazes de
crescer em agar nutriente sem adicdo do Oleo essencial, mas, ao contrario, as
espécies bacterianas mostraram inviabilidade de crescimento, quando cultivadas no
meio de cultura em presenca de O6leos essenciais e fitoconstituintes em suas
concentracfes mais elevadas, caracterizando a atividade desses 0leos essenciais e
fitoconstituintes testados.

Na analise da viabilidade bacteriana, os fitoconstituintes eugenol, beta-pineno
e alfa-pineno apresentaram resultados de atividades antibacterianas mais efetivos,
em comparac¢ao com os 0Oleos essenciais de L. nobilis e O. vulgare.

Os resultados deste trabalho vem confirmar, aqueles ja registrados na
literatura cientifica, quanto as relevantes propriedades farmacologicas dos Oleos
essenciais, entre elas, a atividade antimicrobiana (CRAVEIRO et al., 1981; TORO
SANTA MARIA et al., 1993; JULIANO et al., 2000, UCHIYAMA et al., 2002; LIMA,
2002; ISCAN et al., 2002; VILJOEN et al., 2003; BURT, 2004; WANNISSORN et al.,
2005; SACCHETTI et al., 2005; KABOUCHE et al., 2005; SOUZA et al., 2005; LIMA
et al., 2005; WALDSTEIN, 2006; VIDAL et al.,, 2007, DELAMARE et al., 2007,

CELIKTAS et al., 2007; NEGAHBAN et al., 2007).

5.4 — Ensaios toxicologicos

5.4.1 — Toxicidade dos 6leos essenciais e fitoconst ituintes selecionados frente

a Artemia salina.
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A metodologia utilizada foi a descrita por McLaughlin e Rogers (1998), e
considerou-se como produtos bioativos toxicos todos aqueles apresentaram valores
de CLsp menores que 1000 ug/mL e nédo-toxicos aqueles com CLsp = 1000 ug/mL
(MEYER et al., 1982; MCLAUGHIN; ROGERS, 1998; LOPES et al., 2002). Para tal,
foi utilizado o método estatistico de Probitos via software microcal Origin 6.0, com
nivel de significancia 5% (p<0,05) e indice de confiabilidade de 95%.

Todos os bioensaios de toxicidade realizados com os 0Oleos essenciais de L.
nobilis e O. vulgare, bem como, os fitoconstituintes alfa-pineno e eugenol frente a A.
salina foram considerados altamente bioativos, ja que apresentaram valores de CLsg
abaixo de 1000 ug/mL. Os oOleos essenciais “in natura” de L. nobilis e O. vulgare
testados na concentracdo de 2 mg/mL apresentaram CLso de 89,88 pg/mL e 14,91
Mg/mL, respectivamente. E os fitoconstituintes alfa-pineno e eugenaol,
experimentados no mesmo modelo metodoldgico descrito, apresentaram Clsg de

9,59 pg/mL e 47,16 ug/mL, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8: Atividade moluscicida de Oleos essenciais e fitoconstituintes utilizando o
teste de letalidade para A. salina L. (resultados expressos com valor médio de CLso).

Oleos essenciais CL s (ug/mL)
L. nobilis 89,88
O. vulgare 14,91

Fitoconstituintes
Alfa-pineno 9,59
Eugenol 47,16
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Experimentos feitos com timol expressaram atividade toxicolégica sobre A.
salina com CLsp de 514 pg/mL (MEYER et al., 1982), bem como o lapachol (CLso de
68,09 pg/mL) (PIMENTA et al., 2003). Compostos triterpendides isoladas de plantas
do género Euphorbia ndo foram t&o toxicas para A. salina, ao passo que, 0S ensaios
com diterpendides apresentaram significativa toxicidade (SANTOS et al., 2007).

Extratos de folhas de E. uniflora, familia Myrtaceae, ndo foram bioativos
contra A. salina e Biomphalaria glabrata (ALVES et al., 2000), sendo corroborado por
MONTANHER e colaboradores, em 2002 (CLso > 1000 pg/mL). Ja em espécies de
cargueja, onde se isolou triterpendides (acido oleandlico) constatou-se expressiva
citoxicidade (CLsp de 72 pg/mL) (MONTANHER et al., 2002).

Pesquisa com plantas ricas em flavondides (Deschapsias antarctica) foram
consideradas com grande citotoxicidade sobre A. salina com ClLsp = 7,0 pg/mL
(CUADRA et al., 2005) e, de forma similar com plantas ricas em alcalodides (CLsg
0,13-28,5 pg/mL) e lapachol (CLso de 68,09 ug/mL) (PIMENTA et al., 2003). Plantas
indianas contendo sesquiterpendides, triterpendides, esteréides, taninos e alcalbides
mostrou toxicidades frente a A. salina (CLsp de 6,9 a 579 ug/mL) (PADMAJA et al.,
2002).

Corroborando os nossos resultados de toxicidade com os fitoconstituintes,
estudos clinicos randomizados com 6leo essencial das folhas de Lippia multiflora
(Verbenaceae), demonstraram atividades pediculocida e escabicida, ressaltando que
o alfa-pineno e beta-pineno foram o0s principais fitoconstituintes isolados
(OLADIMEJI et al., 2000). Alem do mais, atividades antimalaria e anti-sépticas foram
encontradas na L. multiflora, a qual havia mostrado importante citotoxicidade frente a

A. salina (CLsp = 1,1 pg/mL) (AJAIYEOBA et al., 2006).



84

O potencial toxico de um produto natural com bioatividade deve ser um dos
primeiros parametros a ser analisado, visando possibilidade de desenvolvimento e
emprego com seguranca de terapéutica alternativa antimicrobiana (RUIZ et al.,
2005). Do ponto de vista pratico, essa metodologia utilizada tem sido empregada,
fundamentalmente, nos ensaios de triagem de toxicidade preliminar de extratos,

fracOes ou fitoconstituintes (PELKA et al., 2000; LHULLIER et al., 2006).

5.4.2 — Embriotoxicidade dos 0leos essenciais sobre as larvas de Aedes

aegypti.

Os Oleos essenciais de C. aromaticus e O. vulgare apresentaram uma taxa de
mortalidade de 100% das larvas de A. aegypti em todas as concentracbes
ensaiadas. A mortalidade ocorreu em um curto periodo de 24 horas, tornando
invidvel a observacao do desenvolvimento das larvas além desse periodo (Tabela 9).
A rapida e elevada mortalidade ocorreu provavelmente pela interferéncia do 6leo
essencial na sintese e/ou na reabsor¢cdo da quitina, ndo sendo uma intoxicacao
direta das larvas (SILVA et al., 1998).

Nos ensaios com 0s Oleos essenciais de R. officinalis e M. piperita foi
observada uma inibicdo no desenvolvimento das larvas no periodo de 24 a 72 horas,
onde as mesmas permaneceram na forma de estadio L1. O oOleo essencial de R.
officinalis quando ensaiado na concentracdo de 0,2 pug/mL apresentou 100% de
inibicdo de formas viaveis, enquanto o 6leo essencial de M. piperita na mesma

concentracdo apresentou uma inibicdo de 40%. Na diluicdo de 0,4 pg/mL, M.
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piperita e R. officinalis apresentaram, respectivamente, inibicdo de desenvolvimento
de 70% e 80%. Ambos os 6leos essenciais apresentam uma inibicdo de 100% da
viabilidade das larvas de A. aegypti quando ensaiados na concentragédo de 0,8
pug/mL. O ensaio controle com DMSO apresentou desenvolvimento até a forma de
larvas L2 no periodo de 24 horas, mostrando 60% de formas viaveis de

desenvolvimento (Tabela 9).

Tabela 9: Atividade larvicida de Oleos essenciais de plantas medicinais sobre larvas

de A. aegypti (resultados expressos como percentual de formas viaveis das larvas).

Oleos Concentragdes (png/mL) Controle
essenciais 0,2 0,4 0,8 DMSO* Agua
C. aromaticus 0 0 0 60 60
M. piperita 60 30 0 60 60
O. vulgare 0 0 0 60 60
R. officinalis 100 20 0 60 60

* DMSO: Dimetilsulféxido

Nossos resultados estdo em concordancia com aqueles previamente
determinados por Luna et al. (2005), com extratos de plantas brasileiras como E.
uniflora, Ziziphus joazeiro (Juad), Caesalpinia echinata (Pau-Brasil) e Operculina
macrocarpa (Batata-de-purga), os quais concluiram que houve correlacdo entre
toxicidade moluscicida para A. salina e atividade larvicida para A. aegypti.

Erler et al. (2006), trabalhando com 6&leos essenciais de M. piperita,

E.globulus, P. anisum e Ocimum basilicum, demonstraram efeitos repelentes contra
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o Culex pipens (filariose) e reportaram que fitoconstituintes derivados de plantas
podem ser Uteis no controle de doencas causadas por vetores.

Luna et al. (2005), buscando bioatividade contra as larvas do A. egypti,
estudou 23 extratos de plantas medicinais e encontrou atividade larvicida do
mosquito de modo significativo em oito ensaios (=240% de mortalidade), a exemplo
dos extratos das folhas de Annona muricata (cruaga ou jaca do Pard), do caule
Bauhinia cheilantha (morord), de Operculina macrocarpa (batata-de-purga), das
sementes de Spondias mombin (caja), folhas de Caesalpinia echinata (pau-Brasil) e
de Eugenia uniflora (pitanga). Baixa toxicidade pode ser considerada uma
caracteristica importante para utilizacdo de produtos naturais derivados de vegetais
no controle de ambientes naturais (RUIZ et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

Os dados apresentados, com relacdo a bioatividade dos 6leos essenciais e
fitoconstiuintes, reforcam a importancia dos produtos naturais como fonte potencial
para novos farmacos. Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas
doses, e por isso, testes de toxicidade em um organismo animal menos complexo
deve ser usado, preliminarmente, no seu monitoramento (LHULLIER et al., 2006).
Diante da confirmacdo da atividade embriotoxica “in vitro” dos 6leos essenciais
testados sobre A. aegypti, e considerando a importancia da dengue como um
problema de saude publica, os resultados preliminares de toxicidade obtidos nestes
experimentos sdo promissores.

A confirmacao da efetiva atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de O.
vulgare, L.nobilis e dos fitoconstituintes alfa-pineno, beta-pineno e eugenol como
agentes antibacterianos, com potencial capacidade da sua utilizacao alternativa na
terapéutica das doencas infecciosas, vem ao encontro do anseio da prépria

legislacdo especifica, a qual regulamenta padrées no desenvolvimento de produtos
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terapéuticos naturais com seguranca. Esses resultados sédo promissores, no entanto,
estudos mais especificos dessa natureza devem ser realizados antes da aplicacéo
desses 0leos essenciais ou de seus fitoconstituintes com fins medicinais.
Considerando a bioatividade dos produtos testados e com énfase no
estabelecimento da seguranca, os resultados ora apresentados tornam-se Uteis para

direcionar futuros ensaios toxicologicos pré-clinicos e clinicos.
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6 — CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de atividade biologica
dos oleos essenciais “in natura” de A. vera, C. aromaticus, E. globulus, E. uniflora, L.
nobilis, M. officinalis, M. piperita, O. basilicum, O. vulgare, P. anisum, R. officinalis e
fitoconstituintes citral, eugenol, alfa-pineno e beta-pineno frente as cepas
bacterianas de importancia na etiologia da Endocardite Infecciosa, pode-se concluir

que :

1 — Na triagem para a avaliacdo da atividade biolégica dos 6leos essenciais,
os de L. nobilis e O. vulgare se destacaram dos demais, por produzirem maior
abrangéncia de inibicdo sobre o crescimento das espécies bacterianas testadas;

2 — O ¢leo essencial de L. nobilis, a 1,25 pyL/mL, apresentou atividade
antibacteriana, inibindo 80% das cepas bacterianas;

3 — O oleo essencial de O. vulgare, a 20 pL/mL, mostrou inibicdo sobre
100% das espécies bacterianas ensaiadas;

4 — A espécie bacteriana de E. coli ATCC 8739 foi sensivel a todos os 6leos
essenciais experimentados, com excecao de E. uniflora;

5 — Os fitoconstituintes eugenol, alfa-pineno e beta pineno mostraram
efetividade na curva de morte bacteriana frente a S. aureus (ATCC 6538);

6 — Todas as espécies bacterianas testadas apresentaram-se resistentes
ao fitoconstituinte citral;

7 — P. aeruginosa ATCC 25619 e Klebsiella pneumoniae ATCC 4352

mostraram-se resistentes a Penicilina G Cristalina;
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8 — Todas as cepas bacterianas selecionadas foram sensiveis a
Gentamicina;

9 — Nos ensaios toxicolégicos com A. salina, os 6leos essenciais L. nobilis e
O. vulgare, e os fitoconstiuintes alfa-pineno e eugenol mostraram bioatividade;

10 — Os Oleos essenciais O. vulgare, C. aromaticus, R. officinalis e M.
piperita apresentaram atividades embriotoxicas frente as larvas de A. aegypti, com

maior destaque para O. vulgare e C. aromaticus.
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