UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CAMILA AVELINO DE MACEDO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME DA Lippia grata FRENTE A
ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa

NATAL, RN
JUNHO DE 2019



CAMILA AVELINO DE MACEDO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME DA Lippia grata FRENTE A
ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte como requisito
parcial para obtencgéo do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador (a): Prof@ Dr2 Vania Sousa Andrade

Co-orientador: Prof. Dr. José Verissimo Fernandes

Natal, RN
JUNHO DE 2019



Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFREN
Sistema de Bibliotecas - SISBI
Catalogagiio de Publicacio na Fonte. UFRN - Biblioteca Setorial Prof. Leopoldo Nelson - -Centro de Biociéncias - CB

Macedo, Camila Avelino de.
Atividade antibacteriana e antibiofilme da Lippia grata
frente a isclados clinicos de Pseudomonas asruginecsa / Camila

Lvelino de Macedo. - Natal, 201%.
a0 f£.: il.
Disserta¢ioc (Mestradc) - Universidade Federal do Rio Grande do

MNorte. Centro de Bicciéncias. Programa de Pds-graduagic em
Ciéncias Biclogicas.
Orientadcora: Profa. Dra. Vinia de Sousa Zndrade.
Coorientador: Brof. Dr. José Verissimo Fernandes.

1. Olec essencial - Disserta¢ic. 2. Extrato hidroalcdclico -
Digsertagic. 3. Rderncia bacteriana - Dissertagio. 4. Timeol -
Dissertagdo. 5. Carvacrcl - Disserta¢dc. I. Andrade, Vinia de

Sousa. II. Fernandes, José Verissimo. III. Universidade Federal
do Ric Grande do Norte. IV. Titulo.

RN/UF/BSE-CB CDU 665.32/.54

Elaborado por EATIZ REJANE DR SILVA - CRB-15/351



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME DA Lippia grata FRENTE
A ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa

elaborada por Camila Avelino de Macedo
e aprovada por todos os membros da banca examinadora como requisito
parcial a obtencao de titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas

Natal, 17 de JUNHO de 2019

BANCA EXAMINADORA

Véania Sousa Andrade (Orientadora)

José Verissimo Fernandes (Co-orientador)

Maria Celeste Nunes De Melo (Membro interno do programa)

Mayron Alves de Vasconcelos (Membro externo a instituicéo)



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(PPgCB) da UFRN;

A UFRN e a todos os professores do PPgCB pelo aprendizado e
conhecimentos adquiridos ao longo deste trajeto;

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concesséao da bolsa de mestrado;

A minha orientadora, Vania Sousa Andrade, pela oportunidade cedida e
pela confianca em mim depositada;

Ao professor Paulo Roberto pela colaboracao no tratamento estatistico do
meu trabalho;

A professora Cynthia Cavalcanti de Albuquerque da Universidade
Estadual do Rio Grande do Norte (UERN) pelo fornecimento do material vegetal
analisado;

Aos professores Maria Celeste Nunes de Melo e José Verissimo
Fernandes pelas contribui¢des na producao do artigo cientifico;

A Gabriela Medeiros pela colaboracéo na coleta e processamento dos
isolados clinicos;

Aos colegas do Laboratério de Ensaios Antimicrobianos e de
Citotoxicidade (LEAC), Thales Rodrigo, Carlos Vital, Dayana Oliveira, Jéssica
Campos e Sara Ester;

A minha mé&e, Antbnia Avelino, por todo amor, apoio e carinho
inestimaveis;

As minhas tias Luzinete Avelino, Guiomar Avelino e a minha prima
Jakeline Costa, por estarem sempre ao meu lado e me apoiarem
incondicionalmente;

A Felipe Pedrosa pelo carinho, companheirismo e paciéncia.

Aos amigos, Jefferson Jalphy, Felipe Ribeiro e Felipe Melo pela amizade
e por todo o incentivo;

A direcio do Hospitai Universitario Onofre Lopes (HUOL) por permi
realizacdo deste trabalho;

A todos que contribuiram direta ou indiretamente neste trabalho, os meus

sinceros agradecimentos.



RESUMO

Na busca por novas possibilidades de controle dos biofilmes bacterianos, estudos com
métodos alternativos utilizando plantas tém crescido bastante nos udltimos anos,
tornando-se um campo de pesquisa relevante. Assim, os antimicrobianos de origem
natural se apresentam como uma alternativa eficaz e econbmica e sua atividade
antimicrobiana j& foi comprovada em vérios estudos realizados em paises que possuem
uma flora diversificada, como o Brasil. Motivado pela busca de novas estratégias
terapéuticas e considerando a crescente resisténcia bacteriana, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme do extrato hodroalcéolico e 6leo
essencial da Lippia grata frente a isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa. Para
isso foram utilizados 44 isolados de P. aeruginosa provenientes de diversos tipos de
amostras clinicas. O oleo essencial foi extraido por processo de hidrodestilacdo e
caracterizado através de cromatografia gasosa associada a espectofotometria de
massas.O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi avaliado através da técnica de
Kirby-Bauer e os pontos de corte foram estabelecidos de acordo com as diretrizes do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). A atividade antibacteriana do extrato e
do 6leo essencial foi avaliada pela técnica da microdiluicdo em caldo, na qual as
concentracgdes inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas utilizando cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) como revelador de metabolismo bacteriano e as
concentracdes bactericidas minimas (CBMs) por meio da andlise do crescimento do
contetdo dos pogos em agar Mueller-Hinton. A quantificacdo da biomassa do biofilme
foi realizada utilizando o cristal violeta e com base na densidade 6ptica produzida pelos
biofilmes, as estirpes foram classificadas em n&o produtoras, fracas produtoras,
moderadas produtoras e fortes produtoras. A atividade antibiofilme do extrato vegetal
da Lippia grata foi avaliada nos 25 isolados de Pseudomonas aeruginosa que
apresentaram forte ou moderada producdo de biofilme. A caracterizagdo quimica do
6leo essencial de L. grata identificou quatro componentes principais: carvacrol (51,4%)
como constituinte majoritario, timol (15,6%), p-cimeno (12,2%) e y-terpineno (7,4%).
Entre os antimicrobianos testados, o aztreonam foi o que apresentou maior percentual
de resisténcia (47,85), seguido por imipenem e levofloxacino, ambos com 41,0%,
meropenem (36,4%), piperacilina/tazobactama (35,0%), ceftazidima (34,1%),
ciprofloxacino (31,9%) cefepime (29,6%) e gentamicina (20,5%). O extrato vegetal da L.
grata apresentou atividade antimicrobiana em 100% dos isolados testados na
concentracdo de 50 mg/mL (CIMgy € CBMgg). A concentragdo de 25 mg/mL (CIMsg)
apresentou atividade inibitoria em 56,8% dos isolados e atividade bactericida em 43,1%
dos isolados. O Oleo essencial da L. grata apresentou atividade antimicrobiana em
100% dos isolados testados a partir da concentragdo de 6,25 mg/mL (CIMgo). As
concentracdes de 3,12 mg/mL (CIMso) e 1,56 mg/mL apresentaram atividade inibitoria
em 70,4% e 27,2% dos isolados, respectivamente. Nenhuma das concentracdes
testadas para o 6leo essencial apresentou atividade bactericida sobre os isolados
testados. Com relagéo a producéo de biofilme, 18 isolados (40,9%) foram classificados
como fracos produtores de biofilme, 18 (40,9%) como moderados produtores, 7 (15,9%)
como fortes produtores e apenas 1 (2,2%) nao produziu biofilme. Os 25 isolados com
moderada ou forte producdo de biofilme tratados com o extrato vegetal da L. grata
apresentaram inibicdo na formacé&o no biofilme em formacéo e consolidado. Conclui-se
gque os produtos vegetais da L. grata apresentaram atividade antimicrobiana e
antibiofilme, configurando-se como uma alternativa promissora para combater micro-
organismos patogénicos, particularmente Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: 6leo essencial; extrato hidroalc6olico; aderéncia Bacteriana; ti
carvacrol



ABSTRACT

In the search for new possibilities of control against biofilms, studies involving the
medical use of natural products have grown considerably in recent years, becoming a
relevant field of research. Thus, natural antimicrobials present as an effective and
economical alternative and their antimicrobial activity has already been proven in several
studies carried out in countries that have a diversified flora, such as Brazil. Motivated by
the search for new therapeutic strategies and considering the increasing bacterial
resistance, this work had as objective to evaluate the antibacterial activity and antibiofilm
of the extract and essential oil of Lippia grata against clinical isolates of Pseudomonas
aeruginosa. For this purpose, 44 P. aeruginosa isolates from different clinical samples
were used. The essential oil was extracted by hydrodistillation process and characterized
by gas chromatography associated with mass spectrometry. The antimicrobial
susceptibility profile was evaluated using the Kirby-Bauer technique and the cut off points
were established according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
guidelines. The antibacterial activity of the extract and essential oil was evaluated by the
microdilution technique in broth, in which the MIC’s were determined using 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (CTT) as a bacterial metabolism developer and the MBC’s
by means of growth analysis of the content of the few in Mueller-Hinton agar. The
determination of biofilm formation was performed using violet crystal and based on the
optical density produced by biofilms, the strains were classified as hon-producing, weak
producing, moderate producing and strong producing. The antibiofilm activity of the plant
extract of Lippia grata was evaluated in the 25 isolates of Pseudomonas aeruginosa that
had a strong or moderate Biofilm production. In the chemical characterization of L. grata
essential oil, four main components were identified: carvacrol (51.4%) as major
constituent, thymol (15.6%), p-cymene (12.2%) and y-terpinene (4%). Among the
antimicrobials tested, aztreonam showed the highest percentage of resistance (47.85),
followed by imipenem and levofloxacin, both with 41.0%, meropenem (36.4%),
piperacillin/tazobactam (35.0%), ceftazidime (34.1%), ciprofloxacin (31.9%) cefepime
(29.6%) and gentamicin (20.5%). The L. grata extract showed antimicrobial activity in
100% of the isolates tested at 50 mg / mL (MICy and MBCg). The concentration of 25
mg / mL (MICso) showed inhibitory activity in 56.8% of the isolates and bactericidal
activity in 43.1% of the isolates. The essential oil of L. grata presented antimicrobial
activity in 100% of the tested isolates in the concentrations between 50 mg/mL and 6,25
mg/mL (MICg). Concentrations of 3.12 mg/mL (MICsp) and 1.56 mg/mL showed
inhibitory activity in 70.4% and 27.2% of the isolates, respectively. None of the
concentrations tested for essential oil presented bactericidal activity on the tested
isolates. Regarding biofilm production, 18 (40.9%) isolates were classified as poor biofilm
producers, 18 (40.9%) as moderate producers, 7 (15.9%) as strong producers and only
1 (2.2%) did not produce biofilm. The 25 isolates with moderate or strong biofilm
production treated with the L. grata plant extract presented reduction in the formation
and consolidated biofilm. It is concluded with these results that L. grata presented
antimicrobial activity and antibiofilm, being configured as a promising alternative to
combat pathogenic microorganisms, particularly Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: essential oil; hydroalcoholic extracts; bacterial adhesion; thymol; carvacrol.
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1. INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa € uma espécie bacteriana frequentemente
implicada em varios tipos de infeccbes humanas, sendo a principal causa de
infecgBes hospitalares dentre os bacilos Gram negativos nédo fermentadores de
glicose e a maior causa de infecgcbes oportunistas em pacientes
imunocomprometidos (PANG et al., 2019). Muitas das infeccbes causadas por
esse agente estdo associadas a formacdo de biofilme, que confere a essa
bactéria. uma grande capacidade de sobreviver em ambientes com
disponibilidade nutricionais minimas e grande tolerancia as variages ambientais
(JENNY; KINGSBURY, 2018).

Biofilmes formados por P. aeruginosa tém sido extensivamente estudados
devido a sua importancia etiolégica e o fato de se aderir as superficies mais
variadas, podendo agravar diversos tipos de infecgdo como otites, rinossinusites
cronicas, uretrite, cistite, vaginite e infec¢des pulmonares (MOREIRA, 2011). As
vantagens de sobrevivéncia que o biofilme proporciona aos micro-organismos
configuram-se como uma das grandes preocupacdes em pacientes
imunocomprometidos ou pacientes que necessitam utilizar cateter ou outros
dispositivos médicos, pois dificultam o tratamento das infeccbes (SOUZA
ELLER, 2015).

Este micro-organismo esta sob continua pressao seletiva em ambientes
hospitalares e como consequéncia, tem apresentado resisténcia significativa aos
antimicrobianos de primeira escolha e aos de amplo espectro. Portanto, tendo
em vista as infec¢bes causadas por Pseudomonas aeruginosa no ambiente
hospitalar, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos e a formacao de
biofilmes, por essa bactéria, torna-se de grande importancia a realizacdo de
estudos que visam avaliar a possivel acdo antimicrobiana de novos produtos,
incluindo extratos vegetais e 6leos essenciais, sobre esse patdogeno (SOUZA
ELLER, 2015).

A busca pela prevencéo do desenvolvimento dos biofilmes € um dos mais
desejaveis objetivos na area de pesquisa dos antimicrobianos (MANNER et al.,
2017). Na busca por novas possibilidades de controle dos biofilmes, estudos com
métodos alternativos utilizando plantas tém crescido bastante nos ultimos anos,

tornando-se um campo de pesquisa relevante (RAMOS et al., 2016). Assim, os
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antimicrobianos de origem natural se apresentam como uma alternativa eficaz e
econdmica e a atividade de antimicrobianos naturais ja foi comprovada em varios
estudos realizados em paises que possuem uma flora diversificada
(CORDEIRO, 2014).

Estudos anteriores evidenciaram elevada atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais e extratos hidroalcéolicos da Lippia grata frente a bactérias
Gram negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp., Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiela
pneumoniae, Gram positivas como Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
para os fungos Saccharomyces e Trichophyton (MATOS, 1998; PESSOA et al.,
2005; ALBUQUERQUE et al., 2006; BITU et al., 2014; CAFFARO, 2014).

O dleo essencial da L. grata contém propor¢des variaveis de fitoquimicos
antimicrobianos de acdo comprovada, como o timol e carvacrol, (FERNANES et
al., 2015; MARCHESE et al., 2016). Considerando a constituicdo quimica dos
extrato e 6leo essencial da L. grata, torna-se apropriado avaliar seu possivel
efeito antimicrobiano com o objetivo de incentivar pesquisas futuras na
descoberta de compostos bioativos presentes tanto no 6leo quanto no extrato
vegetal desta espécie, que sejam possiveis candidatos para o desenvolvimento

de novos fitoterapicos eficazes com possivel atividade antimicrobiana.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Pseudomonas aeruginosa

2.1.1 Biologia e identificacdo do micro-organismo

O género Pseudomonas € composto por bacilos Gram negativos, néo
fermentadores de carboidratos e pertencentes a familia Pseudomonadaceae. Os
micro-organismos desse género sao oportunistas e colonizam animais, plantas
e seres humanos (LEE; YOON, 2017). Na microscopia Optica, podem se
apresentar como bacilos retos ou levemente curvados, medindo entre 1,5 e 3 um
de comprimento e 0,5 e 0,8 um de largura e apresentam mobilidade devido a
presenca de um ou mais flagelos polares (JENNY; KINGSBURY, 2018). Esse
género é constituido por inUmeras espécies, as quais podem ser isoladas tanto
de espécimes clinicos quanto do ambiente, sendo a Pseudomonas aeruginosa
a espécie mais frequentemente isolada (KONEMAN et al., 2008).

A espécie P. aeruginosa € nutricionalmente versatil, possuindo
necessidades nutricionais minimas e grande tolerancia as varia¢cdes ambientais,
podendo crescer numa ampla faixa de temperatura, entre 4 e 42°C (PITT; BART,
1997; GOMILA et al., 2013; JENNY; KINGSBURY, 2018). Essas caracteristicas
conferem a P. aeruginosa uma capacidade de sobreviver por longos periodos
nas superficies mais variadas. Esse micro-organismo possui um metabolismo
estritamente aerdbio, contudo pode crescer em condicdes de anaerobiose
utilizando o nitrato como aceptor alternativo de elétrons. Por ser incapaz de
utilizar carboidrato como fonte de energia pela fermentacdo, obtém energia a
partir destes compostos pela via oxidativa (KONEMAN et al., 2008). Ademais, €
diferenciada dos bacilos Gram negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae pela presenca da enzima citocromo oxidase (JENNY;
KINGSBURY, 2018).

Essa espécie possui a capacidade de sintetizar diversos pigmentos
hidrossoluveis que lhes conferem uma aparéncia diferencial na cultura. A
piomelanina e a piorrubina sdo pigmentos raros que apresentam coloracao
vermelha e marrom, respectivamente. A piocianina é um pigmento azul
produzido especificamente pela P. aeruginosa e quando combinado com a
pioverdina, um composto fluorescente, geram uma coloracao verde brilhante
caracteristica (KONEMAN et al., 2008).
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A P. aeruginosa cresce em uma grande variedade de meios de cultura, o
que facilita a sua identificagdo. No isolamento primério sdo observadas
caracteristicas como, auséncia de fermentacao da lactose em agar MacConkey
e formacao de B-hemolise com producéo de pigmento esverdeado (piocianina)
em agar sangue. As colbnias apresentam normalmente tamanho médio, com
bordas irregulares, achatadas, transparentes e brilhantes. O odor doce
semelhante a uva, proveniente das col6nias em meios de cultura € uma
caracteristica marcante nessa espécie (OPLUSTIL et al., 2000).

No processo de identificacédo realiza-se a coloracdo de Gram, prova da
oxidase e observacao de motilidade, ambas positivas para essa espécie. Por se
tratar de uma bactéria ndo fermentadora, ndo se observa fermentagéo da glicose
nos meios Triple Sugar Iron Agar (TSI) e Rugai. Possui capacidade de
descarboxilar os aminoacidos arginina e ornitina, e ndo a lisina. E capaz de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono, alterando a cor do meio agar
Citrato Simmons de verde para azul. Outras provas como oxidacdo de acgucares,
prova do indol, prova da urease, crescimento a 42°C e coloracédo de flagelos
também sao utilizadas na identificacdo dessa espécie (OPLUSTIL et al., 2000;
KONEMAN et al., 2008; LAILA; SANTOS, 2016).

2.1.2 Patogenia e fatores de viruléncia

A P. aeruginosa € considerada uma espécie ubiqua, normalmente é
encontrada em agua, vegetais e solos. Apesar de compor a microbiota normal
da pele e garganta de pessoas saudaveis é considerada um patdégeno
oportunista, uma vez que esta envolvido mais frequentemente com doencas em
individuos imunocomprometidos (KATOULI; STREETER, 2016). Normalmente
alguma quebra de barreira cutdneo-mucosa através de intervencdes mdultiplas
(incisdes, cateteres, traqueostomia e outros corpos estranhos), queimadura, ou
fatores contribuintes para diminuicdo da imunidade do hospedeiro, como
neutropenia, drogas imunossupressoras, AIDS, entre outras, estdo presentes
nas infeccdes por esta bactéria (SOUZA et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

A patogénese das infeccdes por essa especie bacteriana é multifatorial,
como sugerido pelo niumero e grande variedade de determinantes de viruléncia
descritos. O processo infeccioso por esse patdgeno pode ser dividido

basicamente em trés estagios incluindo, adesédo e colonizacéo, invaséo local e
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disseminacédo e doenca sistémica. Determinantes bacterianos particulares da
viruléncia medeiam cada uma dessas etapas, sendo uma importante estratégia
dos patdgenos para escapar da defesa imunolégica do hospedeiro, resultando
na progressdo da patogénese, principalmente na fase inicial da colonizagéo e
infeccdo aguda. Muitos fatores de viruléncia, incluindo compostos secretados ou
associados a célula, foram relatados como importantes na colonizagdo e
estabelecimento de infec¢des por P. aeruginosa (ALHAZMI, 2015; MORADALI;
GHODS; REHM, 2017).

Durante o processo de adesao e colonizacao, destacam-se as fimbrias ou
pili, apéndices superficiais que possuem moléculas ligantes, como lectinas
ligadoras de maltose e lectinas ligadoras de galactose, as quais promovem a
aderéncia do micro-organismo a receptores de gangliosideo GM-1 presentes na
superficie das células epiteliais do hospedeiro, principalmente células cutaneo-
mucosas (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; ALHAZMI, 2015). Esses
receptores normalmente estdo, em grande parte, ocupados pela fibronectina,
impedindo assim a adesao da bactéria aos mesmos, sobretudo em bacilos Gram
negativos. A colonizacao do trato respiratorio por Pseudomonas requer adesao
através de pili e pode ser auxiliada pela producédo de uma enzima protease que
degrada a fibronectina para expor os receptores de pili subjacentes na superficie
de células epiteliais (GELLATLY; HANCOCK, 2013). A fimbria do tipo IV é
composta por milhares de subunidades proteicas de 15kDa e é considerada a
principal adesina de P. aeruginosa, sendo responsavel pela aderéncia inicial
tanto na superficie de células epiteliais como em materiais abiéticos (HANH,
1997; ALHAZMI, 2015).

Um exopolissacaridio mucoide, o alginato, produzido por algumas cepas
de P. aeruginosa, também esta relacionado com a adesao dessas bactérias em
membranas mucosas. Além de se comportar como uma adesina, ancorando
essas bactérias no epitélio respiratorio colonizado, o alginato também protege
essas cepas das defesas do hospedeiro, formada por linfocitos e fagdcitos,
complemento, e atividade mucociliar do trato respiratorio, além de diminuir a
acao dos antimicrobianos por dificultar sua penetracdo na bactéria (HENTZER,
2001; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; ALHAZMI, 2015).

As cepas de P. aeruginosa mucoides sdo mais frequentemente isoladas

de pacientes com fibrose cistica e geralmente sdo encontradas em tecidos
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pulmonares dos mesmos (O'MALLEY, et al.,, 20032; ZAVASCKI, 2003; LEE;
YOON, 2017). O alginato € o responsavel pelo aspecto mucoide das colbnias
observadas em culturas de amostras clinicas obtidas de pacientes com fibrose
cistica, sendo considerado o principal determinante de patogenicidade para o
estabelecimento dessa bactéria no sistema respiratorio desses individuos
(KATOULI; STREETER, 2016). Entretanto, apesar de todas as cepas de P.
aeruginosa apresentarem o sistema genético que codifica a producdo de
alginato, amostras isoladas de pacientes com outros quadros clinicos, bem como
advindas do meio ambiente raramente apresentam esse polissacarideo (MAI et
al., 1993).

Com relagcéo ao processo de invaséao local contribuem enzimas e toxinas
extracelulares como as elastases, protease alcalina, fosfolipase C,
neuraminidase, exoenzima S, lectina e proteases como hemolisinas e
exotoxinas. A elastase parece ser a principal enzima envolvida no processo de
invasao local. Essa enzima desregula juncfes de células epiteliais, diminuindo a
atividade mucociliar, provoca danos ao epitélio respiratério com hemorragia
intra-alveolar, degradacdo da laminina e elastina dos pequenos vasos,
promovem clivagem do coldgeno e das imunoglobulinas IgG e IgA, e inativacdo
de componentes do sistema complemento (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH,
2006). A elastase combinada com a protease alcalina, possui acao proteolitica
sobre o interferon-gama (INF y), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e citocinas,
incluindo a interleucina 2 (IL2) (PARMELY et al., 1990).

A fosfolipase C caracteriza-se por possuir acdo citotOxica direta,
aumentando a sintese de acido aracdoénico e sua capacidade de degradacao da
fosfatidilcolina, um componente do surfactante, ocasionando lesées nos alvéolos
pulmonares (KATOULI; STREETER, 2016). Possui também capacidade de
inativar as opsoninas (HOLM et al., 1991). A exotoxina A é produzida pela
maioria das cepas de P. aeruginosa isoladas de espécimes clinicos e apresenta
potentes efeitos locais e sistémicos, inibindo a sintese proteica em células
eucaribticas, provocando necrose de tecidos moles, choque séptico e
interrupcdo da atividade celular e a resposta macrofagica (POLLACK, 1983;
ALHAZMI, 2015).
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Vérios outros fatores de viruléncia sdo secretados por P. aeruginosa e
podem contribuir para sua patogenicidade. A piocianina € encontrada nas
secre¢des pulmonares de pacientes com fibrose cistica, exercendo uma acao
pré-inflamatéria, causando danos ao epitélio bronquico e prejudicando a funcao
ciliar. A pioverdina € um quelante de ferro que tem como funcédo regular a
secrecdo de outros fatores de viruléncia por P. aeruginosa. O Sistema de
secrecéo tipo 3 (T3SS) possui quatro toxinas conhecidas (ExoY, ExoS, ExoT e
ExoU) e é capaz injeta-las diretamente nas células do hospedeiro. O lipideo A
pode desencadear a producédo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias e
eventualmente, choque endotéxico (O'MALLEY, et al., 2003a; 2003b;
GELLATLY; KIPNIS, 2013; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006;
HANCOCK, 2013; ALHAZMI, 2015; KATOULI; STREETER, 2016). Um resumo
dos fatores de viruléncia da P. aeruginosa é mostrado na figura 1.
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Figura 1. Fatores de viruléncia envolvidos na patogénese das infec¢des por P.
aeruginosa (Fonte: GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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2.1.3 Biofilmes microbianos

Os biofilmes microbianos sdo complexos populacionais sesseis
caracterizados por um conjunto de micro-organismos que de forma irreversivel
se unem a um substrato, superficies bidticas e abioticas, ou ainda entre si, e séo
inclusas em uma complexa matriz extracelular de substancias poliméricas
(OLIVEIRA et al., 2013).

Varios fatores estdo envolvidos no desenvolvimento do biofilme, como
temperatura, variagdo de pH, quantidade do indculo bacteriano, caracteristicas
do substrato, forcas hidrodinAmicas, presenca de agentes antimicrobianos,
disponibilidade de nutrientes e oxigénio e concentracdes dos metabdlitos
microbianos (NAVES, et al., 2008). Esses fatores podem alterar as propriedades
da superficie bacteriana e do substrato e, portanto, a capacidade das bactérias
de aderir a superficies (ABDALLAH et al., 2014).

A concentracdo de um antimicrobiano necesséria para eliminar bactérias
produtoras de biofilme pode ser até 1000 vezes maior que a necessaria para
eliminar bactérias em estado plancténico (FRANK, PATEL, 2007; HZIBY et al.,
2010; PEREIRA, 2014; CHEN et al.,, 2018). Essa resisténcia elevada dos
biofilmes bacterianos, pode ser explicada pela difusdo limitada de agentes
antimicrobianos por meio da matriz do biofilme, interacbes de agentes
antimicrobianos com a matriz (células e polimeros), resisténcia mediada por
enzimas, adaptacdo genética, e outros fatores inter-relacionados, como as
barreiras de difusdo, ultraestrutura da parede celular e atividade metabdlica
diferencial (CAIXETA, 2008; SHARMA et al., 2013). Além de uma maior
resisténcia aos antimicrobianos, a vida em comunidade torna as bactérias menos
suscetiveis a fatores externos como radiacdo UV, desidratacdo, variacdo de
temperatura, variacao e pH, variacdo osmotica, e fagocitose (CHEN et al., 2018).

Tal resisténcia gera um impacto negativo em varias atividades produtivas,
podendo ocasionar perdas significativas, tanto na industria quanto na clinica.
Nas industrias o acumulo de biofilmes nos equipamentos causa impacto negativo
a qualidade dos produtos finais por causarem corrosdo aos equipamentos,
interrupcdo do processo para limpeza, entre outros prejuizos (LEE; YOON,
2017). No setor alimenticio, podem produzir enzimas termorresistentes podendo

causar gelatinizacdo do leite UAT, desenvolvimento de sabor e aromas
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indesejaveis em leite pasteurizado, diminuicdo do rendimento de queijos e
alteracdes sensoriais em iogurte (BATISTA, 2015). Na nefrologia clinica, os
biofilmes influenciam no desenvolvimento de calculos renais e afetam sistemas
de dialise, inclusive cateteres peritoneais e venosos, além de ter um papel critico
na persisténcia de infec¢des renais e do trato urinario (MARCUS et al., 2008).

Atualmente, os dispositivos biomédicos estdo sendo utilizados em
praticamente todas as areas da medicina, devido a necessidade de reparacao
ou substituicdo das atividades biologicas. Embora sejam sofisticados, estes
dispositivos estdo sujeitos a colonizacdo por micro-organismos, que podem
formar biofilmes com consequente infecgéo (TRENTIN et al., 2013). Os principais
dispositivos biomédicos nos quais os biofimes podem se desenvolver sdo
catéteres venosos, endoproteses coronarianas, valvulas cardiacas, dispositivos
de assisténcia ventricular, implantes de estimulacdo neuroldgicos, entre outros
(CRESPO; FERNANDEZ, 2014). Estudos indicam que estes materiais
constituem os principais fatores de risco no desenvolvimento de infec¢des por
biofilmes, como consequéncia, a contaminacdo destes dispositivos €
responsavel por cerca de 80% das infec¢cdes microbianas no corpo (SILVA
FILHO et al., 2013).

Os biofilmes podem ser constituidos por multiplas espécies ou por apenas
uma, podendo ser encontrados também em outros tipos de micro-organismos,
como fungos e algas; principalmente em ambientes mais umidos (PALMER,
1997). Com relagdo as patologias humanas, um biofilme formado por vérias
espécies pode apresentar um sinergismo que reflete tanto na distribuicdo
bacteriana aderida ao biofilme quanto na quantidade de biomassa produzida.
Essas interacdes entre diferentes bactérias no biofilme podem trazer vantagens
para a comunidade como aumento da resisténcia e viruléncia bacteriana e
mudanca na degradacdo e geragcdo de substratos; e desvantagens como
aumento da competi¢ao por nutrientes e acumulo de produtos toxicos excretados
por uma determinada espécie (RENDUELES; GHIGO, 2012).

2.1.3.1 Formacao de biofilmes por P. aeruginosa

Diversos micro-organismos podem participar de processos de formagao
de biofilmes e gerar problemas de saude publica e/ou de ordem econdmica

como: Staphylococcus epidermidis, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli,
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Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp., Enterococcus
faecium, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, espécies de Candida sp.
(CAPELLETTI, 2006; CAIXETA, 2008; HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA,
2013).

Biofilmes formados por P. aeruginosa tém sido extensivamente estudados
devido a sua importancia etiolégica e o fato de se aderir as superficies mais
variadas. Pacientes com fibrose cistica apresentam susceptibilidade a infeccfes
por P. aeruginosa devido a capacidade desta espécie de colonizar superficies e
consequentemente se estabelecer formando biofilmes. Além de fibrose cistica,
os biofilmes podem causar outros tipos de infeccdo como otites e rinossinusites
cronicas, uretrite, cistite, vaginite e infec¢des pulmonares (MOREIRA, 2011).

As bactérias que formam biofiime se comunicam por meio de um
mecanismo denominado quorum sensing (QS) (LEE; YOON, 2017). Esse
sistema esta fortemente ligado a coloniza¢céo bacteriana e consequentemente a
formacdo do biofilme. Essa habilidade se da através da producéo, secrecéo e
deteccdo de moléculas sinalizadoras chamadas de autoindutores (SHARMA et
al., 2013). A concentracdo dessas moléculas torna-se entdo dependente da
quantidade de células e quando atingem uma concentracao limite, a populagéo
passa a responder coordenadamente, podendo modular varios comportamentos
fenotipicos que dependem da populacdo como um todo. Isso pode resultar na
producdo de exopolissacarideos, biossurfactantes, esporulacdo, producdo de
antibioticos, expressdo de genes de viruléncia entre outros (NADELL, 2008).
Assim, 0 QS controla o comportamento social de bactérias por multiplas vias de
sinalizacdo interconectadas, permitindo que as comunidades bacterianas
regulem diversos processos bioldgicos importantes para a adaptacdo e
sobrevivéncia bacteriana (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

Em P. aeruginosa, a molécula sinalizadora autoindutora mais bem
descrita € a N-acil-homoserina-lactona (HSL), que age regulando a producéo de
fatores de viruléncia, como enzimas extracelulares e lisinas celulares, que séo
importantes para a patogénese das infeccdes, onde funciona como um escudo
protetor contra os fagocitos (HZIBY et al., 2010). A HSL medeia dois sistemas

diferentes de QS encontrados nesta espécie, denominados de Las e Rhl, onde
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0 QS Las controla 0 QS Rhl (CHRISTENSEN et al., 2007; CHATTERJEE et al.,
2016; LIMA et al., 2018).

Os dois sistemas sdo compostos por uma proteina reguladora
transcricional (LasR e RhIR), que age controlando a transcricdo de inumeros
genes; e por uma enzima sintetase auto-indutora (Lasl e Rhll) que sintetiza,
respectivamente, as moléculas auto-indutoras N- (3-oxododecanoyl)- | -homo-
serina lactona (3-oxo-C 12 -HSL) e N -butiril- I -homo-serina lactona (C4-HSL)
(MUH et al., 2006). A molécula 3-0xo-C 12 —HSL é também conhecida como o
indutor Il e seu aumento € diretamente proporcional ao aumento da populacao
bacteriana. Ao atingir um limiar de concentracdo, a 3-oxo-C 12 —HSL se liga a
proteina LasR, desencadeando a expressao de inumeros fatores de viruléncia
como a exotoxina A, elastase B e protease alcalina. A ativagdo do sistema Las
tem como consequéncia a ativacao do sistema Rhl, levando a producéo de C4-
HSL (LAVERTY et al., 2013; CHATTERJEE et al., 2016; LIMA et al., 2018).

O sistema Rhl é responsavel pela producdo de rhamnolipideos, um
biossurfactante que auxilia ha manutencdo das macrocolénias nos estagios
finais do desenvolvimento do biofilme. Esse sistema também é responsavel pela
sintese de enzimas extracelulares como pioverdina, piocianina e cianeto de
hidrogénio (LAVERTY et al., 2013). Las e Rhl também controlam a transcri¢céo
do gene LasB, responsavel por codificar a enzima elastase LasB, que é capaz
de induzir a destruicdo do tecido pulmonar através do aumento da
permeabilidade nas juncdes entre as células, resultando na ruptura da barreira
epitelial (NOMURA et al., 2014). Estudos vém mostrando que um QS defeituoso
compromete a producéo de biofilmes por P. aeruginosa, implicando na utilizacéo
de substancia denominadas inibidoras de quorum Sensing (IQS) e que poderiam
ser administradas em combinacdo com antimicrobianos, reduzindo, desta
maneira, a resisténcia observada em biofilmes (CADY et al., 2012; MAURICE;
BEDI; SADIKOT, 2018).

Diversos processos estédo envolvidos na formacéao do biofilme, o modelo
mais aceito atualmente divide esse processo em cinco etapas diferentes. O
primeiro estagio na formagéo de biofilme é chamado de adesé&o primaria. Nesse
processo ocorre a interacado entre bactérias e superficies, sendo uma fase
reversivel, onde as bactérias podem ser facilmente removidas através de simples

processos de lavagem (ABDALLAH et al., 2014). As bactérias livres, também
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conhecidas como planctonicas, estdo dispersas no meio e comecam a se
aproximar de superficies sélidas através de sua motilidade ou fluidos. Em
superficies bibticas esta etapa € caracterizada por interacdes moleculares
mediadas por ligacbes especificas do tipo receptor-ligante, enquanto que a
adesao em superficies abibticas ocorre mediada por interacdes fisico-quimicas
nao especificas (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

ApGs a adesdo inicial é estabelecida uma ancoragem mais firme entre a
bactéria e a superficie, esta etapa € denominada adeséo irreversivel e € mediada
principalmente por interacdes fisico-quimicas especificas ou através de pontes
estabelecidas por estruturas extracelulares especificas dos micro-organismos
(apéndices celulares filamentosos ou polimeros extracelulares) (MARTINEZ;
VADYVALOO, 2014).

A terceira fase € caracterizada por um processo de maturacao do biofilme,
ocorrendo interacdes célula-célula e formacdo de componentes de superficies
importantes, contribuindo para a estrutura do biofilme (MARTINEZ;
VADYVALOO, 2014). Nesta fase as células ja estdo firmemente aderidas e
passam a multiplicar-se sobre as que estavam aderidas inicialmente, produzindo
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS) e formando
microcolbnias que se desenvolvem dando origem ao biofiime (BRECX;
THEILADE; ATTSTROM, 1983). Em P. aeruginosa, essa matriz é composta
pelos polissacarideos Pel, Psl e alginato, DNA extracelular e proteinas, incluindo
CupA, CupB e CupC, fimbrias que medeiam a ligacdo bacteriana durante a
formacéo inicial do biofilme e a lectina LecB (ALHAZMI, 2015).

Na quarta fase o biofilme esta totalmente maduro, apresentando
densidade celular alta e arquitetura complexa, que consiste em microcolénias
em forma de torre denominadas “cogumelos” ou planas, dependendo da fonte
de carbono utilizada, e que estéo incorporadas na matriz (KLAUSEN et al., 2003,
LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013). Essa estrutura oferece ao biofilme
canais maduros que funcionam como um sistema de circulacdo para a troca de
nutrientes, enzimas, agua, sinais quimicos e eliminacdo de metabdlitos
potencialmente toxicos (BOGINO et al., 2013).

Na quinta e ultima fase ocorre o rompimento do biofilme e a disperséo das
células que podem rapidamente colonizar outras superficies (THORMANN et al.,

2006). A dispersédo do biofilme é importante para a sobrevivéncia das espécies
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(WOOD; HONG; MA, 2011), bem como para a transmissao de patdogenos dos
reservatorios ambientais para hospedeiros, transmissdo entre hospedeiros e
para a disseminacdo da infeccdo dentro de um hospedeiro (KAPLAN, 2010;
ABDALLAH et al., 2014).

Figura 2. Esquema do modelo dos estagios de desenvolvimento do biofilme

bacteriano. (1) Adeséo reversivel; (2) Adeséo irreversivel; (C) Inicio do processo
de maturacdo do biofilme; (D) Biofilme totalmente maduro com arquitetura
complexa; (E) rompimento do biofilme e dispersédo das células que dardo inicio
a novos biofilmes. (Fonte: MONROE, 2007).

2.1.3.2 Métodos de caracterizacao de biofilmes

Véarios métodos foram desenvolvidos para o cultivo e quantificacdo do
biofilme. Os primeiros métodos eram baseados no cultivo de biofilme na parede
de um tubo de ensaio, com posterior coloracdo para deteccdo do biofilme
(CHRISTENSEN et al.,, 1985). Posteriormente, placas de microtitulacdo
passaram a ser usadas e os resultados avaliados através de espectrofotometria.
Essa metodologia permanece entre os ensaios mais utilizados para investigacao
de biofilme, e véarias modificagbes tém sido desenvolvidas para o cultivo in vitro
e quantificacdo de biofilmes bacterianos (STEPANOVIC et al., 2007).

Atualmente varios métodos diferentes séo utilizados, como teste de tubo,
teste em placa de microtitulacdo, radiomarcacdo, microscopia, teste com agar

vermelho congo, entre outros. O método do agar vermelho congo (AVC) é um
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ensaio qualitativo descrito por Freeman e colaboradores (1989) que indica a
presenca de biofilme através da mudanca de cor de coldnias inoculadas em meio
AVC. Colbnias negras com consisténcia cristalina seca indicam produtores de
biofilme, enquanto colénias mantidas em rosa nao produzem biofilme.

Microrganismos especificos presentes em uma comunidade heterogénea
de biofilme podem ser identificados pelas sondas do método de hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH), sem a necessidade de fixacdo e coloragao. As
técnicas de PCR também sdo usadas ndo so6 para a identificacdo de patdogenos
através da amplificacdo de sequéncias de acidos nucléicos especificos para
espécies, mas também deteccgédo de fatores de viruléncia, amplificando genes de
viruléncia alvo como genes de biofilme com o uso de primers gene-especificos
(KIRMUSAOGLU, 2019).

2.1.4 Prevaléncia das infec¢cdes causadas por P. aeruginosa

Dentre as espécies de bactérias Gram negativas relacionados as
infeccbes hospitalares, as mais comuns sdo: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Enterobacter spp. (PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009; ROSSI, 2011,
GALES et al., 2012; SOUZA et al., 2016).

A P. aeruginosa é muito frequente em infeccbes hospitalares, devido a
sua capacidade de sobreviver por longos periodos em superficies, necessidades
nutricionais minimas e grande tolerancia as variagbes ambientais. Possui
também grande capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos,
além de mecanismos de escape da defesa do hospedeiro, o qual geralmente &
submetido a técnicas invasivas com fins diagnosticos ou terapéuticos (BLOT et
al., 2002).

Dentre as doencas relacionas a esta espécie estdo as bacteremias,
infeccbes do trato urinario, endocardites, infeccdes respiratérias agudas em
pacientes submetidos a ventilacdo mecanica, infeccdes respiratérias crbnicas
em pacientes com fibrose cistica, infec¢cdes tegumentares e 0sseas, infeccdes
de ouvidos e oculares e infec¢cdes decorrentes de queimaduras ou traumas
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; HAUSER; OZER, 2011;
MORADALI; GHODS; REHM, 2017; LEE; YOON, 2017). Infeccbes por este

micro-organismo, adquiridas na comunidade, como as foliculites, oftalmites e
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otites externas, tendem a ser localizadas e estdo associadas ao contato com
agua ou solugdes contaminadas (KISKA; GILLIAN, 2003).

Uma caracteristica importante das infeccdes por P. aeruginosa adquiridas
em unidades de terapia intensiva (UTIs) € a multirresisténcia (SADER et al.,
1993). Os percentuais de resisténcia sdo mais elevados nas amostras isoladas
nestas unidades de tratamento, refletindo maior intensidade de uso de
antimicrobianos nesse ambiente, & complexidade dos cuidados nesses locais,
intervencdes multiplas (incisdes, cateteres inseridos, traqueostomia e outros
corpos estranhos) e fatores relacionados ao proprio paciente (estado
imunoldgico, idade, diagnostico clinico) (OLIVEIRA et al., 2010).

P. aeruginosa pode causar meningite e abscessos cerebrais, pois o micro-
organismo tem a capacidade de invadir o sistema nervoso central através de
uma estrutura contigua, como o ouvido interno ou seios paranasais, podendo
também ser inoculado diretamente por meio de cirurgias, traumatismo craniano,
ou meétodos invasivos de diagndstico (TODAR, 2004).

A grande relevancia clinica e epidemiologica da P. aeruginosa reside
principalmente nas infeccfes hospitalares, onde o trato respiratorio inferior € o
sitio mais comum de infec¢do por este agente, sendo um importante patégeno
respiratério em pacientes com fibrose cistica, doencas genéticas que
apresentam como manifestacdes clinicas principais a doenca pulmonar
obstrutiva cronica e a insuficiéncia pancreatica exdcrina. Dados do Programa de
Vigilancia de antimicrobianos SENTRY apontam a P. aeruginosa como a
segunda causa de pneumonias nosocomiais na América do Norte, respondendo
por 20,6% dos isolados neste tipo de infeccdo (SADER et al., 2019). Na América
latina, este agente foi responsavel por 27,4% dos casos de pneumonia, entre 0s
anos de 1997 e 2016 (SADER et al.,, 2019) e 7,5% dos casos de infeccéo
sanguinea em pacientes hospitalizados (GALES et al., 2012). No Brasil, é o
principal causador de pneumonias, sendo responsavel por quase 31,2% dos
casos (GALES et al.,, 2012). A 4gua utilizada em equipamentos de terapia
respiratoria, quando contaminada, pode atingir facilmente pacientes internados,
principalmente os que estdo submetidos a procedimentos invasivos e em uso de
antimicrobianos (KNOWLES; GILLIGAN; BOUCHER, 1995).

Além do trato respiratério, a P. aeruginosa, também esta envolvida em

infec¢des hospitalares do trato urinario, corrente sanguinea, queimaduras e sitio
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cirdrgico. Na América latina, a P. aeruginosa € o terceiro patégeno mais isolado
em infec¢des urinarias nosocomiais e no Brasil € o segundo agente mais
frequente neste tipo de infeccdo (SADER, 2001). As infeccGes de corrente
sanguinea ocorrem principalmente em pacientes com doencas neoplasicas ou
hematoldgicas, queimaduras, endocardite, pneumonia, problemas urolégicos
entre outras doencas (FLICK; CLUFF, 1976). Na América latina, a P. aeruginosa
€ 0 quinto patdégeno mais envolvido em infec¢cdes de corrente sanguinea e o
primeiro mais isolado em infec¢des de sitio cirirgico (GALES et al., 2012). Uma
pesquisa realizada nos Estados Unidos entre os anos de 2003 e 2006,
envolvendo 104 unidades de pacientes com queimaduras, fez um levantamento
qualitativo e quantitativo a partir de dados do sistema de vigilancia nacional do
pais e constatou que 44% das instituicdes identificaram a P. aeruginosa como a
bactéria Gram negativa mais prevalente em infec¢des por queimaduras (HODLE
et al., 2006).

2.1.5 Resisténcia da P. aeruginosa aos antimicrobianos

O aumento de cepas multirresistentes no ambiente hospitalar representa
um dos problemas mais criticos da salde publica. Em paises em
desenvolvimento como o Brasil, um numero elevado de cepas isoladas nos
hospitais apresenta resisténcia a grande maioria dos antibiéticos disponiveis
para a terapéutica. Entre os fatores que contribuem para essa disseminacao de
micro-organismos resistentes estéo a falta de recursos humanos e financeiros,
precariedade nos laboratorios de microbiologia, falta de higiene e de controle de
infeccdes, entre outros (GONTIJO FILHO, 2006).

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma
lista de agentes patogénicos prioritarios para a busca de novos antibiéticos. Essa
lista foi elaborada com o objetivo de orientar e promover a pesquisa €
desenvolvimento de novos antibiéticos, como parte dos esfor¢cos da OMS para
enfrentar a crescente resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos. A P.
aeruginosa aparece em segundo lugar no grupo classificado como “critico”, que
inclui bactérias multirresistentes que podem causar infec¢cdes graves e
frequentemente mortais, como infec¢bes da corrente sanguinea e pneumonia
(TACCONELLI et al., 2017).
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A P. aeruginosa estad frequentemente implicada em varios tipos de
infeccdes humanas, sendo a principal causa de infec¢des hospitalares dentre os
bacilos Gram negativos nao fermentadores de glicose e a maior causa de
infeccbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos. Este micro-
organismo esta sob continua pressdo seletiva em ambientes hospitalares e
como consequéncia, tem apresentado significativa resisténcia aos
antimicrobianos de primeira escolha e aos de amplo espectro (SANTOS;
NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; PANG et al., 2019).

O desenvolvimento de antibidticos beta-lactamicos contribuiu para o
controle de infec¢des de forma generalizada. O surgimento das cefalosporinas
de amplo espectro na década de 80 foi considerada uma grande adi¢cdo ao
arsenal terapéutico na luta contra os organismos produtores de beta-lactamases
(MEDEIROS, 1997). Porém, a sua utilizacdo ao longo dos anos, causou a
emergéncia de patdgenos resistentes, comprometendo gravemente a eficacia
desses antibidticos e ocasionando uso de antimicrobianos beta-lactamicos de
maior poténcia, como os carbapenémicos (MURRAY et al., 2010).

Os carbapenémicos sdo uma importante opcao terapéutica para as
infeccBes graves que sdo causadas por cepas de P. aeruginosa multirresistentes
por possuirem amplo espectro de atividade e serem estaveis a maioria das beta-
lactamases, sendo uma classe de uso reservado para tratar infeccdes severas
causadas por micro-organismos conhecidamente resistentes as penicilinas e
cefalosporinas de ultima geracdo (PICOLI, 2008; KATOULI; STREETER, 2016).
A producado de carbapenemases, enzimas que inativam os carbapenémicos, €
um mecanismo de resisténcia emergente que vem sendo apontado como causa
da reducédo da utilidade clinica do imipenem e meropenem no tratamento das
infeccdes por P. aeruginosa (LIVERMORE, 2002).

A resisténcia aos antimicrobianos se desenvolve como uma consequéncia
natural da habilidade da populacédo bacteriana de se adaptar frente aos efeitos
nocivos ou letais aos quais estdao sendo expostas (LIVERMORE, 1995;
SANTOS, 2004). O surgimento de bactérias multirresistentes a drogas € um
fendbmeno que une clinicos e industria farmacéutica, visto que esse problema é
uma das maiores causas de insucesso no tratamento de doencas infecciosas
(DAVIES, 1994).
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Os problemas relacionados a resisténcia bacteriana, principalmente em
bacilos Gram negativos parecem ser mais importantes no Brasil e em outros
paises da América Latina quando comparados a outras regiées do mundo como
Europa e Estado Unidos, fato relatado pelos estudos realizados pelo Programa
de monitoramento de resisténcia mundial aos antimicrobianos SENTRY
(SHORTRIDGE et al., 2019).

Muitas bactérias, como a P. aeruginosa, possuem resisténcia intrinseca a
varios grupos de antimicrobianos, onde a capacidade de resistir a acdo desses
farmacos, devido a mutacbes cromossomais, entre outros, € propagada de
geracdo em geracdo (ALHAZMI, 2015). Por outro lado, a resisténcia adquirida é
caracterizada pela aquisicdo de genes de resisténcia aos antibiéticos, através de
plasmidios, transposons ou integrons que podem ser transmitidos tanto para a
descendéncia como para outros organismos (BRANDAO, 2013; PANG et al.,
2019).

Por ser um bacilo Gram negativo, a parede celular da P. aeruginosa €&
composta por uma estrutura em multicamadas e bastante complexa, onde cerca
de 10% de sua totalidade é constituida de peptideoglicano. A principal fungéo do
peptideoglicano € proporcionar rigidez estrutural a parede da célula bacteriana,
constituindo uma barreira fisica contra o ambiente externo, além de servir de
suporte para outros componentes (VOLLMER et al., 2008). A parede celular das
bactérias Gram negativas, apesar de possuir uma camada de peptideoglicano
mais fina que a de bactérias Gram positivas, sdo estruturalmente mais
complexas e consequentemente mais resistentes a acdo de antimicrobianos,
gue nao sao capazes de cruzar efetivamente esta barreira lipidica (KONEMAN
et al., 2008). Para ter acesso a célula bacteriana, os antibiéticos devem cruzar a
parede celular através de proteinas de membrana, denominadas porinas, que
apresentam 0 interior com caracteristicas hidrofilicas (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).
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Figura 3. Parede celular de uma bactéria Gram negativa (Fonte: MADIGAN et
al., 2010).

A producdo de beta-lactamases cromossdmicas tipo AmpC, a baixa
permeabilidade da membrana externa a determinadas drogas, e a presenca
constitutiva de bombas de efluxo sdo alguns dos mecanismos de resisténcia
intrinsecos que sao responsaveis pela resisténcia natural desta espécie as
penicilinas de espectro restrito, cefalosporinas de primeira e segunda geracéo,
trimetoprim e sulfonamidas (SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015; PANG
et al., 2019). O tratamento de infec¢des sistémicas causadas por P. aeruginosa
dispde atualmente de penicilinas, cefalosporinas de 3° e 4° geracao,
fluoguinolonas, antimicrobianos associados a inibidores de beta-lactamases,
aminoglicosideos, monobactamico, carbapenémicos e as polimixinas (ROSSI;
ANDREAZZI, 2005; SPIEGEL, 2005). Alguns dos mecanismos de resisténcia
adquiridos sdo a producdo de beta-lactamases de diferentes classes
moleculares, producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos,
alteracdo do alvo das fluoroquinolonas, a perda de porinas devido & mutacéo e
a hiperexpressédo de bombas de efluxo (LIVERMORE, 2002; CHATTERJEE et
al., 2015; SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCGCA, 2015; PANG et al., 2019).
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2.2. Plantas medicinais no Brasil

Planta medicinal é todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais
orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semissintéticos (SILVA et al., 2017). De acordo
com a OMS, 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependem
de plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de
saude, porém a maior parte dessas plantas ndo possui dados cientificos que
comprovem a sua eficiéncia (ROBINSON; ZHANG, 2011).

As plantas medicinais fazem parte da historia da humanidade. A busca
por alivio e cura das doencas, talvez tenha sido uma das primeiras formas de
utilizac@o dos produtos naturais, existindo registros historicos desde 4.000 a.C
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Essas interacdes entre seres
humanos e plantas sdo moldadas pela histéria, pela cultura, pelos ambientes
fisico, bioldgico, social e pelas caracteristicas inerentes as plantas (SANTOS et
al., 2015).

No Brasil, a utilizagéo de plantas medicinais teve influéncia das culturas
indigena, africana e europeia. Entre os indigenas, as plantas eram utilizadas no
tratamento de enfermidades, como veneno em guerras e cacas e em rituais de
magia. Esse conhecimento foi sendo transmitido oralmente de uma geracao para
outra (JORGE; MORAIS, 2003). Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e
até mesmo nas grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sdo vendidas
em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais. As
observacdes da populacéo sobre o uso e a eficiéncia dessas plantas auxiliam de
forma relevante para a divulgacdo das propriedades mesmo néo tendo seus
constituintes quimicos elucidados (MACIEL; PINTO; VEIGA-JUNIOR, 2002).

Populacdes locais do Brasil utilizam, na medicina popular, varias plantas,
oriundas do cerrado, floresta amazb6nica e mata atlantica, assim como plantas
exoticas introduzidas como fonte de agentes medicinais naturais para o
tratamento de diversas doencas, como esquistossomose, leishmaniose,
infec¢Bes fungicas e bacterianas (DUARTE, 2006; FERNANDES et al., 2015;
SANTOS et al., 2016; TIAN et al., 2019). Sabendo-se que a populacéo brasileira
possui acesso limitado a medicamentos, a utilizacdo dessa pratica terapéutica

traz diversas vantagens, como baixo custo, diminuicéo de efeitos colaterais, facil
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acesso, reducao de efeitos adversos e diminui¢cdo dos riscos de intoxicacao por
uso inadequado (FURLAN, 1998).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, onde se
localizam 50% das espécies vegetais do mundo. Devido a sua complexidade, a
biodiversidade do Brasil ndo é totalmente conhecida, porém, estima-se que
existam 55.000 espécies catalogadas, num total estimado entre 350.000 e
550.000 (TOLEDO et al., 2003; SILVA; RYLANDS; FONSECA, 2005; DUTRA et
al., 2016). Na Amazonia as plantas atingem uma biodiversidade extraordinaria e
estima-se que a regido abrigue cerca de quarenta mil espécies de plantas
vasculares, das quais trinta mil sdo endémicas a regido (MITTERMEIER et al.,
2003).

A Caatinga é um bioma predominante do semiarido brasileiro, cobrindo
aproximadamente 80% de sua area geografica (IBAMA, 2009), incluindo partes
dos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. Sua diversidade é caracterizada por mais
de duas mil espécies, destacando-se aproximadamente 130 espécies
endémicas; em vista disso, € considerado um bioma rico em recursos genéticos
quando comparada a outras regides semiaridas no mundo (MAIA et al., 2014).
Estas espécies endémicas apresentam um grande potencial medicinal, sendo
amplamente conhecidas e utilizadas na medicina popular brasileira
(MAGALHAES et al., 2019).

Este grande patriménio genético encontrado no Brasil, possui um valor
econdmico imensuravel em varias atividades (BRASIL, 2006), mas é no campo
de desenvolvimento de novos medicamentos onde ele € mais explorado, uma
vez que inumeros medicamentos foram obtidos direta ou indiretamente a partir
de produtos naturais. Estimativas mostram que 40% dos medicamentos
disponiveis atualmente na terapéutica foram desenvolvidos a partir de fontes
naturais, sendo que 25% foram originados a partir de plantas (CALIXTO, 2003).

A busca por terapias alternativas aumentou exponencialmente o interesse
pelas plantas medicinais. Isto se deve principalmente devido a ineficacia de
alguns medicamentos sintéticos, alto custo dos medicamentos convencionais e
a busca por tratamentos que causem menos efeitos colaterais ao organismo
principalmente no atendimento primario a salude (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-

BARROS, 2005). As plantas que possuem compostos aromaticos sdo exemplos
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de plantas que séo utilizadas tradicionalmente ndo s6 na medicina popular, mas
também para prolongar a vida til os alimentos através da inibicdo de bactérias
e fungos, na industria farmacéutica, terapias naturais e medicina alternativa
(SARTORATTO et al., 2004; TEMPONE et al., 2008). Como as plantas sdo
importantes fontes de produtos biologicamente ativos, ou seja, substancias que
apresentam alguma atividade farmacoldgica sobre o metabolismo de um
organismo vivo, elas séo indispensaveis para a sintese de um grande numero
de novos farmacos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

2.3. Potencial antimicrobiano das plantas medicinais

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos multiplos farmacos ja
existentes, surgiu a necessidade de se buscar novas alternativas terapéuticas,
como fonte importante para obtencéo destes medicamentos. Nesse contexto, 0s
antimicrobianos de origem natural se apresentam como uma alternativa eficaz e
econdmica e sua atividade antimicrobiana ja foi comprovada em varios estudos
realizados em paises que possuem uma flora diversificada (CORDEIRO, 2014).

Os produtos naturais, como compostos puros ou extratos padronizados
de plantas, oferecem oportunidades como novas drogas devido a sua
diversidade quimica. A estrutura quimica dos antibidticos vegetais difere
daqueles derivados de micro-organismos, podendo regular o metabolismo
intermediario de patdégenos, ativando ou bloqueando reacBes e sintese
enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas (CORDEIRO, 2014;
TOFINO-RIVERA et al., 2016).

Os compostos produzidos pelas plantas tém sido divididos em primario
(macromoléculas - proteinas, lipidios e carboidratos) que sdo amplamente
distribuidos nos organismos vivos; e secundarios (micromoléculas- alcal6ides,
terpedides, flavondides) de ocorréncia restrita em sua distribuicdo, embora estes
sejam essenciais para 0s organismos que os produzem (RENSHENG e WEININ,
2011). S&o esses compostos que além de serem responsaveis pela acao
medicinal, ou tdxica, das plantas, agem também na preservacdo da sua
integridade, podendo atuar na atracdo de polinizadores, ou representar uma
defesa quimica contra estresse ambiental. Em contrapartida, quando
incorporados ao organismo animal, esses compostos produzem efeitos variados,
caracterizando os principios ativos das plantas que os possuem. Nem sempre

esses principios sdo conhecidos, porém, mesmo assim, a planta pode
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apresentar atividade medicinal satisfatoria e ser usada desde que nao apresente
efeito toxico (LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas possuem uma capacidade quase ilimitada de sintetizar
substancias aromaticas, a maioria das quais séo fendis ou seus derivados. Os
compostos organicos mais associados a acao antibacteriana e seus possiveis
mecanismos de a¢ao sédo abordados de forma resumida na tabela abaixo:
Tabela 1. Principais classes de compostos antimicrobianos de plantas e seus

possiveis mecanismos de acao

Compostos organicos Mecanismos de agédo

Fenois simples Inibicdo enzimatica

Acidos fenélicos Ruptura de membrana

Quinonas Inativacdo enzimética, ligacdo a adesinas de
superficie

Flavonas, flavonoides e |Inativacdo enzimatica, ligacdo com proteinas

flavonois extracelulares ou com a parede celular bacteriana

Cumarinas Interacdo com o DNA eucaridtico

Terpendides e  Oleos | Ruptura de membrana

essenciais

Alcaléides Se intercalar na parede celular e / ou DNA

Lectinas e polipeptideos Formacdo de canais i6nicos na membrana

microbiana

Fonte: Adaptada de Cowan (1999)

2.3.1 Extratos vegetais e 6leos essenciais
Os 6leos essenciais (OE) sdo misturas heterogéneas que podem conter

muitos compostos em diferentes concentragdes. Cada OE é caracterizado por
alguns compostos principais, que podem atingir niveis elevados em comparacéao
com outros compostos presentes em quantidades vestigiais (ZAMORA;
TORRES; NUNEZ, 2018). As propriedades antimicrobianas de substancias e
Oleos essenciais originarios de plantas, através do seu metabolismo secundario,
vem sendo reconhecidas empiricamente durante séculos, mas apenas

recentemente € que foram confirmadas cientificamente (DUARTE, 2006).
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Os extratos podem apresentar-se como produtos liquidos ou secos e séo
obtidos através de esgotamento a frio ou a quente. Podendo ser produzidos a
partir de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana, devendo possuir 0s
principios sapicos aromaticos volateis e fixos correspondentes ao respectivo
produto natural (BRASIL, 1961). Os extratos e Oleos essenciais de inUmeras
espécies de plantas podem limitar o crescimento dos micro-organismos
relacionados a pele, carie dental e deterioracdo de alimentos, incluindo as
bactérias Gram negativas e Gram positivas (SARTORATTO et al., 2004).

Os mecanismos de acdo desses compostos associados a sua atividade
antimicrobiana sdo: desintegracdo da membrana plasmatica, desestabilizacédo
da forca préton motriz, fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do
conteido da célula (ARAUJO, 2014; FERNANES et al., 2015). Esses
mecanismos de acdo nem sempre agem em alvos especificos, podendo alguns
sitios serem afetados em decorréncia de outros mecanismos (BURT, 2004). Uma
caracteristica relevante, responsavel pelo efeito antimicrobiano que os 6éleos
essenciais possuem, sado 0s componentes hidrofébicos que permitem o
rompimento de lipideos da membrana celular bacteriana, desintegrando seus
componentes e tornando-as mais permeavel (SIKKEMA; BONT; POOLMAN,
1994).

A atividade antimicrobiana das plantas medicinais tem sido associada a
pequenos terpendides e compostos fendlicos como carvona, timol, carvacrol,
mentol e muroleno, que exibem atividade antibacteriana ou antifungica também
na sua forma pura. Apesar desses mecanismos de a¢ao ndo estarem totalmente
caracterizados, estes parecem estar associados ao carater lipofilico dos
compostos, havendo um acumulo em membranas e perda de energia pelas
células (FERNANES et al., 2015). Existe uma grande variacdo nas composicoes
quimicas de preparacdes vegetais, resultando em dados de dificil comparacéo
entre as pesquisas, além disso, ndo ha um consenso sobre os niveis de inibicdo
aceitaveis para compostos de plantas, quando comparados com antibioticos
padrdes (DUARTE, 2006; GOMES; NOGUEIRA, MORAES, 2011).
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2.4 Lippia grata Schauer (Alecrim-da-chapada)

A familia Verbanaceae é composta por cerca de 100 géneros e 2000
espécies distribuidas mundialmente, predominando em regifes tropicais e
subtropicais (PRADO et al., 2012). O Brasil abriga aproximadamente 17 géneros
e 250 espécies desta familia (SANTOS et al., 2009). O género Lippia, é o
segundo maior da familia Verbenaceae e é constituido por muitas espécies
medicinais. Os maiores centros de dispersdo desse género encontram-se na
América Central, regides tropicais da Africa, América do Norte, América do Sul
e Australia (VICCINI et al., 2006; GOMES et al., 2011), sendo os principais
centros de diversidade especifica do género Lippia localizados no México e no
Brasil, sobretudo nos biomas do Cerrado e Caatinga (OLIVEIRA et al.; 2008;
SOARES; TAVARES-DIAS, 2013).

A Lippia grata (antiga Lippia gracilis) € uma planta nativa do nordeste
brasileiro € encontrada principalmente nos estados da Bahia, Piaui e Sergipe,
sendo conhecida popularmente por Cidreira da serra, Alecrim-da-chapada ou
Alecrim-de-tabuleiro (PRADO et al., 2012). A L. grata se apresenta como um
arbusto caducifélio que varia de 2,5 cm até 2 metros de altura, com caule
qguebradico, folhas pequenas e flores brancas, sendo bastante aroméaticas. Os
frutos sdo do tipo aquénio (seco), extremamente pequenos, cujas sementes
raramente germinam (MATOS, 1998; GOMES et a., 2011).
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Figura 4. Espécie vegetal Lippia grata (Fonte:
https://herbarioplantas.wordpress.com/alecrim-da-chapada/).
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Inimeras espécies de Lippia séo utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diversas doencas e muitos estudos tém sido realizados com o
objetivo de elucidar as propriedades dessas espécies, suas infusées de folhas e
maceracao alcoolica sdo utilizadas para algumas doencas inflamatoérias, dor de
cabeca, gripe, bronquite e tosse (GOMES; NOGUEIRA, MORAES, 2011). Varios
estudos demonstram as atividades encontradas nos 6leos essenciais e nos
extratos hidroalcéolicos, da L. grata, como atividades antibacterianas
(ALBUQUERQUE et al., 2006; BITU et al., 2014; CAFFARO, 2014), antifungicas
(CAROLINE et al., 2014; FERNANDES et al., 2015), antiparasitarias (DA SILVA
et al.,, 2018; MELO et al., 2013; SOARES et al., 2017), inseticidas (ZOUBIRI;
BAALIOUAMER, 2014; GALVAO et al., 2019), gastroprotetoras (MARTINS,
2017), analgésicas (MENDES et al., 2010), anticolinesterasicas (VANZOLINI et
al., 2018), citotéxicas (FERRAZ et al., 2013), acaricidas (MENEZES, 2016).

A composicdo quimica do Oleo de Lippia grata mostra flutuactes
quantitativas dos componentes majoritarios, provavelmente devido a condi¢cdes
genéticas, do local e das condi¢cdes em que a planta é cultivada, justificando a
diferenca de constituintes entre 6leos da mesma espécie (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; GOMES; NOGUEIRA, MORAES, 2011). Os constituintes dos
Oleos essenciais também sdo muito instaveis a presenca de luz, calor e umidade,
consequentemente o horario de colheita do material vegetal pode influenciar
direta ou indiretamente nos processos do metabolismo secundario. A
composicdo quimica do 6leo essencial de muitas espécies de Lippia tem sido
investigada através de Cromatografia Gasosa, sendo limoneno, b-cariofileno, p-
cimeno, canfora, linalool, a-pineno, timol e carvacrol os componentes que
aparecem com maior frequéncia (GOMES; NOGUEIRA, MORAES, 2011;
FRANCO et al., 2014).

O dleo essencial da L. grata contém propor¢des variaveis de fitoquimicos
antimicrobianos de acdo comprovada, sendo o timol e carvacrol, possuindo acéo
antimicrobiana por envolver a ruptura da membrana bacteriana (OLIVEIRA et al.,
2008; ALBUQUERQUE et al., 2006; VIANA, 2009; NETO et al., 2010; GOMES;
NOGUEIRA, MORAES, 2011; FERNANES et al., 2015; MARCHESE et al.,
2016). Outros constituintes, mais presentes nos extratos hidroalcoolicos, como
as flavonas, flavanoides e flavondis, possuem como possivel mecanismo de

acdo antimicrobiano a formagéo de complexos com proteinas extracelulares ou
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com a parede celular bacteriana, resultando na ruptura da membrana (ARAUJO,
2014). Ensaios antimicrobianos com produtos vegetais desta espécie
demonstraram elevada atividade frente as bactérias Gram negativas Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Serratia marcescens,
Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiela pneumoniae; e Gram positivas
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., fungos Saccharomyces e
Trichophyton (MATOS, 1998; PESSOA et al.,, 2005; ALBUQUERQUE et al.,
2006; BITU et al., 2014; CAFFARO, 2014).

Considerando a constituicdo quimica do extrato e Oleo essencial da
L. grata, as atividades biologicas ja elucidadas e o incentivo de politicas publicas
para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos a base de plantas

medicinais, torna-se apropriado avaliar seu possivel efeito antimicrobiano.
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3. JUSTIFICATIVA

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma
lista de agentes patogénicos prioritarios para a busca de novos antibiéticos, na
qual a espécie P. aeruginosa aparece em segundo lugar no grupo classificado
como “critico” (TACCONELLI et al., 2017). A formacao de biofilmes por esta
espécie dificulta a acdo dos antimicrobianos, que tem por consequéncia uma
falha na terapia das infeccbes. Assim, a busca pela prevencdo do
desenvolvimento dos biofilmes é um dos mais desejaveis objetivos na area de
pesquisa dos antimicrobianos (MANNER et al., 2017).

Na busca por novas possibilidades de controle dos biofilmes, estudos com
meétodos alternativos utilizando plantas tém crescido bastante nos altimos anos,
tornando-se um campo de pesquisa relevante. Neste contexto, as propriedades
antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 0leos essenciais
produzidos por plantas sdo, de fato, reconhecidas empiricamente ha séculos e
recentemente vém sendo exploradas de forma ampla no ambito cientifico,
almejando o uso de plantas como uma alternativa aos medicamentos
convencionais nos tratamentos tradicionais.

Na perspectiva de elucidar o possivel papel de compostos organicos
biologicamente ativos no tratamento de infeccfes bacterianas, o presente estudo
visa aliar o conhecimento tradicional do uso de plantas medicinais com a
prospeccdo de compostos organicos presente em extratos e 6leos essenciais
obtidos a partir de L. grata. A analise da atividade farmacologica de extratos e
Oleos essenciais obtidos a partir da Lippia grata, realizada em estudos anteriores,
revelou que esses produtos naturais apresentaram um promissor potencial
antimicrobiano frente a patégenos resistentes de importancia médica.

Considerando que o estado do Rio Grande do Norte inclui uma flora ainda
pouco estudada, estimula a realizacdo de pesquisas que avaliem as espécies
vegetais (extratos, fracdes, sub-fracées e 6leos essenciais) com relacdo ao seu
potencial antimicrobiano assim como, a busca de novos compostos ativos frente

a formacgéo de biofilmes bacterianos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofiime do extrato e 6leo essencial

da Lippia grata frente a isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa.
4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos de P. aeruginosa
aos antimicrobianos (CLSI, 2018).

e Determinar quantitativamente pela técnica de microdiluicdo em caldo
(CLSI, 2018) a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato
vegetal e Oleo essencial da L. grata frente a isolados clinicos de P.
aeruginosa,

e Determinar a concentracdo bactericida minima (CBM), posteriormente
a determinacao da CIM;

e Quantificar, através da coloracdo com cristal de violeta, a formacéo
dos biofilmes e analisar estatisticamente os resultados observados.

e Avaliar in vitro (microtitulagdo) o efeito do extrato hidroalcéolico da
L. grata frente aos biofiimes em formacdo e consolidados de

P. aeruginosa,;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Aprovacao no comité de ética

O presente estudo utilizou amostras clinicas isoladas de pacientes do
Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL), sendo assim submetido & avaliacdo
pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (UFRN) e aprovado com os numeros de registro CAAE:
85605318.9.0000.5537 e CEP: 2577278, conforme documento em anexo (ver
ANEXO 1).

5.2 Isolados bacterianos e local do estudo

A pesquisa foi realizada com 44 isolados clinicos de P. aeruginosa
provenientes do Laboratorio de Analises clinicas do Hospital Universitario Onofre
Lopes (HUOL), obtidos no periodo de Abril a Junho de 2018. Estes isolados
foram encaminhados ao Laboratério de Ensaios Antimicrobianos e de
Citotoxicidade (LEAC) do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), onde ocorreu todas as
etapas da pesquisa. Todos os isolados foram identificados fenotipicamente
através do sistema automatizado BD Phoenix e mantidos estocados em freezer
a -20°C até a realizacéo dos ensaios. A ativacdo das cepas foi realizada através
de semeio por esgotamento em &gar triptona soja (TSA - HIMEDIA, india) 24
horas antes da execucdo dos ensaios, visando obter a cultura em fase
logaritmica de crescimento. Em todos os experimentos utilizou-se como controle

a cepa padrao P. aeruginosa (ATCC 27853).
5.3 Material vegetal

As etapas de obtenc¢do do extrato hidroalcodlico e do 6leo essencial da L.
grata foram realizadas em colaboragdo com a Pesquisadora Prof2 Dr2 Cynthia
Cavalcanti de Albuquerque do Laboratorio de fisiologia e bioguimica de plantas
da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte (UERN). As amostras
encontram-se cadastradas (registro n® A624800) no Sistema Nacional de Gestéo

de Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).
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5.4 Obtencéo do extrato vegetal e 0leo essencial da L. grata

A amostra de um espécime da L. grata estd depositada no herbério
Dardaro de Andrade Lima MOSS, da Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA), localizada sob Latitude 05° 11' 15" S e Longitude 37° 20' 39" W, sob
n° de tombo 9317.0 extrato hidroalcoolico da L. grata foi produzido a partir de
folhas frescas coletadas as 6 horas da manhd na proporcdo de 1.5 plv,
utilizando-se 1000 gramas de folhas para cinco litros de etanol a 70%. As folhas
foram colhidas, lavadas, trituradas e colocadas em recipiente de vidro ambar sob
agitacdo ocasional e mantendo-se a proporc¢ao citada. O liquido extraido passou
por uma filtracao inicial em papel de filtro sob presséo reduzida, e uma posterior
filtracdo por gravidade com funil fechado com algodao. O filtrado foi concentrado
em evaporador rotativo sob pressao reduzida numa temperatura de + 80 °C, para
separacdo do etanol. A solugéo obtida foi colocada em banho-maria a uma
temperatura constante de 65 °C para evaporacdo da agua e obtencdo do
material solido (FERNANDES et al., 2015).

Para obtencéo do 6leo essencial, foram coletadas cerca de 1000 gramas
de folhas frescas da L. grata no periodo de 6 horas da manha. A extracdo do
Oleo essencial foi realizada por processo de hidrodestilacéo, utilizando o sistema
Clevenger. As folhas foram transferidas para um baldo de fundo redondo com 2
litros de agua e a vidraria foi aquecida por 2 horas em manta aguecedora. O
vapor gerado através do aquecimento foi condensado, gerando um precipitado
de agua e 6leo em funil de separacdo. Em seguida, o 6leo foi desidratado com
sulfato de sodio anidro e éter. O material obtido foi estocado em frasco
hermético, protegido da luz (FERNANDES et al., 2015).

O extrato hidroalcdolico e 6leo essencial foram colocados em frascos
herméticos protegidos da luz, acondicionados adequadamente em gelo e
transportados para o Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos e de Citotoxicidade
(LEAC) do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), onde permaneceu sob refrigeracdo a -
10°C até o momento de sua utilizacdo, sob supervisdo e orientacdo da Prof?

Vania Sousa Andrade.
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5.5 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial da L. grata por Cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massa (CG/EM)

A identificacdo dos constituintes volateis foi realizada no Instituto de
Quimica da UFRN sob supervisdo da Prof2. Dr2 Renata Mendonca Araugjo. A
andlise foi realizada em triplicata com trés amostras do 6leo essencial da L. grata
(produzido em 2013). O equipamento utilizado foi o cromatogréafico gasoso
associado a espectrometria de massa modelo QP2020 da Shimadzu®, usando
uma coluna capilar de 5MS com o método do Terpeno. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) foi realizada através de injecéo
do tipo split, configurada na proporcéo de 1:7 e temperatura do injetor de 290°C.
O fluxo constante foi de 1,5 mL/min, com linha de transferéncia ajustada a 300°C
e temperatura da fonte idnica de 240°C. Foi utilizada uma rampa a 80°C (0 min),
80°C até 260°C (5°C/min por 0 min), e 260°C até 280°C (10°C/min por 5 min). A
abrangéncia de massa utilizada foi de 35 — 500 u.m.a. com tempo de scan 0.2
segundos e injecdo 1 pL. A amostra do 6leo essencial foi realizada em triplicata,
sendo esta amostra dissolvida em dicloro metano P.A. (UV/HPLC). Os
componentes do 6leo foram identificados por comparacdo com os dados da
literatura (ADAMS, 2007).

5.6 Estudo do Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de P. aeruginosa
foi determinado através da técnica de disco-difusdo (Kirby-Bauer) segundo as
recomendacdes do CLSI (2018). Colbnias de aspectos similares foram
inoculadas em um tubo contendo 5mL de solucdo salina ajustando a turvacao
para 0,5 da escala MacFarland (PROBAC, Brasil), que corresponde a uma
quantidade de 108UFC/mL. Um swab de algod&o estéril foi entdo submergido a
esta suspensdao bacteriana e posteriormente inoculado a superficie seca do meio
de cultura agar Mueller-Hinton (HIMEDIA, india) & temperatura ambiente. Com o
objetivo de distribuir uniformemente o indculo, o agar foi estriado com o swab em
pelo menos trés dire¢des, girando a placa em angulos de aproximadamente 60
graus apoés cada estria.

Os agentes antimicrobianos testados e as respectivas concentragdes
(ug/mL) foram: ceftazidima (30ug), cefepime (30ug), aztreonam (30ug),
imipenem (10ug), meropenem (10ug), gentamicina (10ug), ciprofloxacino (5ug),
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levofloxacino (5ug), piperacilina + tazobactam (PIT) (100/10ug). Os discos de
antibiéticos foram colocados manualmente sobre a superficie do meio, com o
auxilio de pinca estéril, respeitando a ordem e as distancias especificas para
cada teste. ApoOs esta etapa as placas foram incubadas a 37°C em estufa
bacteriologica por aproximadamente 24 horas. Apos este periodo, foi realizada
a medicéo do diametro da zona de inibicdo do crescimento ao redor de cada
disco de antibidtico, com o auxilio de uma régua. As amostras foram
classificadas como sensiveis (S), intermediarias (I) ou resistentes (R) aos
antimicrobianos testados, de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo
CLSI (2018).

5.7 Atividade antibacteriana in vitro do extrato e 6leo essencial da Lippia

grata

A atividade antibacteriana do extrato vegetal e 6leo essencial da Lippia
grata foi avaliada de forma quantitativa através da técnica da microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2018) com modificacbes. Os testes foram realizados em
microplacas de 96 pocos de fundo plano através de diluicdo seriada. Todas as
amostras foram testadas em triplicata, como controle positivo foi utilizado
gentamicina (10 yg/mL) e como controle negativo, dimetilsulfoxido (DMSO) a 5%
que foi utilizado como diluente das amostras. O controle de crescimento foi
realizado para mostrar a viabilidade da cepa, sendo constituido apenas por meio
de cultura e suspenséao bacteriana.

Foram pipetados em cada poco da placa de microtitulacdo, 100 uL de
caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA, india). Em seguida foram adicionados 100 pL
da solucdo estoque do extrato ou Oleo no primeiro poco, com posterior
homogeneizac¢ao, seguido de diluicdes seriadas, com 0 objetivo de se obter as
8 concentracgdes finais para o extrato hidroalcéolico: 100 mg/mL; 50 mg/mL; 25
mg/mL; 12,5 mg/mL; 6,25 mg/mL; 3,12 mg/mL; 1,56 mg/mL; 0,78 mg/mL; e as
16 concentracgdes finais para o 6leo essencial: 100 mg/mL; 50 mg/mL; 25 mg/mL;
12,5 mg/mL; 6,25 mg/mL; 3,12 mg/mL; 1,56 mg/mL; 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL;
0,19 mg/mL; 0,09 mg/mL; 0,04 mg/mL; 0,02 mg/mL; 0,01 mg/mL; 0,006 mg/mL;

0,003 mg/mL, conforme mostrado na figura abaixo.
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Figura 5. Representacdo da distribuicAo das concentragdes em mg/mL na
diluicdo seriada para o 6leo essencial (colunas de 1-6) e extrato (Colunas de 7-

9) de Lippia grata, realizadas na microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos.

Para a preparacao dos inoculos, as amostras foram semeadas em TSA.
Colbnias de aspectos similares foram inoculadas em um tubo contendo 2mL de
solugdo salina ajustando a turvacdo para 0,5 da escala MacFarland, que
corresponde a 108 UFC/mL. Desta suspens&o, 20 yL foram inoculados nos
pocos da microplaca contendo meio de cultura e a diluicdo do extrato ou 6leo
essencial. ApOs esta etapa as placas foram incubadas a 35°C em estufa
bacteriol6gica por aproximadamente 24 horas.

5.8 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

ApGs a incubacao foi realizada a leitura da placa, onde foi utilizado o
revelador de crescimento bacteriano Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT) a
0,5%. Esse composto é incolor na forma oxidada e solivel em agua; na presenca
de metabolismo bacteriano, ocorre a conversdo do tetrazolio em cristais
insoltveis de cor vermelha, chamados de compostos de formazan. Dessa forma,
se houver atividade bacteriana, o meio de cultura ganha uma coloracéo vermelha
e na auséncia de metabolismo bacteriano, 0 meio permanece com sua coloragao
original (GUNZ, 1949).
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Figura 6. Reducéao do Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio ao formazan (Adaptado
de OPWIS et al., 2012).

Em cada poco da placa foi adicionado 20 uL da solugédo de CTT, seguido
de incubacdo a 37°C durante 2 horas. Apdés a incubacdo, as placas foram
analisadas com o objetivo de se determinar as CIMs, as quais foram definidas
como as menores concentragfes do extrato ou 6leo essencial, que visualmente
inibiram completamente o crescimento bacteriano. A CIMso0 foi definida como a
concentracdo minima necessaria para inibir o crescimento de 50% dos isolados
bacterianos testados e a CIM90 como a concentra¢cdo minima necessaria para
inibir o crescimento de 90% dos isolados bacterianos testados (CORTINHAS et
al., 2013).

5.9 Determinacgéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Para avaliar a acdo bactericida do extrato e 6leo essencial da L. grata,
foram selecionados, em cada placa, os poc¢os que abrangeram as regides teste
e os controles (CN, CP e CC). De cada poco, foi retirada uma aliquota de 10 pl,
semeando-a na superficie de agar MH e incubando por 24 horas a 37 °C. Apos
a incubacédo foi realizada a leitura das CBMs para avaliar a possivel acao
bactericida dos produtos naturais testados. A CBM foi definida como a menor
concentracdo do extrato ou 6leo essencial capaz de causar danos irreversiveis
a célula bacteriana, impedindo o crescimento do micro-organismo (MAHBOUBI
et al., 2012). A CBMs, e CBMq, foram definidas como as menores concentracdes
do extrato ou Oleo essencial capazes de causar danos irreversiveis em 50% e

90% das cepas, respectivamente (RUA et al., 2019).
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5.10 Quantificacédo do biofilme

Cada isolado de Pseudomonas aeruginosa foi cultivado em TSA e
incubado a 37°C por 24 horas. ApoOs a incubacéo, as colbnias isoladas foram
transferidas para solucéo salina estéril a 0,9%, ajustando a turbidez dos indculos
para a concentracdo de 0,5 na escala de MacFarland (108UFC/mL). A
suspensao obtida foi homogeneizada por agitagcdo em vortex por pelo menos 1
minuto. Para o cultivo do biofilme foi utilizada uma microplaca de poliestireno
(KASVI, Brasil), 96 pocos e base plana. Os pocos das microplacas foram
preenchidos com 180 pL de caldo triptona de soja (TSB - HIMEDIA, india)
suplementado com 1% de glicose. Em seguida, foram adicionados em cada poco
20 pL do in6culo padronizado para cada amostra. Como controle negativo foram
utilizados pocos contendo apenas 200 pL de TSB e como controle positivo, a
cepa padrdo Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. A placa inoculada foi
incubada em condi¢des de aerobiose a 37° C por 24 horas. Apés a incubacao,
as microplacas foram lavadas trés vezes em salina estéril a 0,85% e fixadas pelo
calor, através da exposicdo ao ar quente durante 1 hora a 60° C. Em seguida,
0s pocos foram corados com 200 pL de cristal violeta durante 15 minutos em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas em agua corrente para retirar o
excesso de corante e ap0s a secagem, foram adicionados 150 uL de etanol a
95% nos pocos. A placa foi entdo coberta com a tampa e deixada em
temperatura ambiente por 30 minutos sem agitagao.

A quantificacdo do biofilme em cada poco foi medida com base na
densidade 6ptica (D.O.) de 570 nm através de um leitor de microplacas modelo
Epoch (BIOTEK, EUA). Os valores médios da DO foram calculados para todas
as cepas testadas e controles negativos, uma vez que todos os testes foram
realizados em triplicata. O valor de corte (ODc) foi definido como trés desvios
padrdo (DP) acima da DO média do controle negativo: ODc = OD média do
controle negativo + (3 x DP do controle negativo). O valor final de DO de uma
amostra testada foi expresso como valor médio de DO da amostra reduzida pelo
valor ODc (OD = OD média de uma estirpe - ODc) (STEPANOVIC et al., 2007).
Com base nos valores DO previamente calculados as cepas foram classificadas

da seguinte forma:
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DO das amostras em relacao a DO Producéo de biofilme
dos pogos controle
DO <= DOc N&o produtor (NP)
ODc < OD <=2 x 0ODc Fraco produtor (FP)
2 X ODc <OD <= 4x ODc Moderado produtor (MP)
4 x ODc <OD Forte produtor (FoP)

Figura 7. Célculo para quantificagéo do biofilme através a determinacgdo da

Densidade optica.
5.11 Agéo do extrato sobre o biofilme em formacao

Apos a determinacéo da CBM, foi utilizada a concentracdo da CBMs para
os testes com o biofilme em formagéao. Este ensaio foi realizado apenas com 0s
indculos bacterianos classificados como MP (moderado produtor de biofilme) e
FP (forte produtor de biofilme). O cultivo do biofilme foi realizado de acordo com
o procedimento descrito no topico 5.10. ApGs o preparo da placa, foram
acrescidos em cada pogo 100 ul do extrato vegetal. Apos 24 horas de incubagéo
a 37°C, as placas foram submetidas a coloracdo com cristal violeta. A
quantificacdo do biofilme em cada poco foi medida usando a densidade Optica

(DO), como ja descrito anteriormente.
5.12 Agéo do extrato sobre o biofilme consolidado

Para a avaliacdo da acdo do extrato frente aos biofilmes consolidados,
estes foram testados também nas microplacas de 96 pocos. O cultivo do biofilme
foi realizado de acordo com o procedimento descrito no topico 5.10. Apos a
incubacéo, os pocos foram lavados trés vezes com salina estéril, para a remocao
de células placténicas e em seguida foram adicionados 200 ul da concentragao
do extrato que apresentou a melhor acéo bactericida (CBMso) no experimento
(NOSTRO et al., 2007). A densidade éptica (DO) foi determinada imediatamente
apos a adicao do extrato (0 h) e (24 h) depois.

5.13 Analise estatistica

Para verificar a associagéo entre o tempo de tratamento com extrato (Oh
e 24h) e a densidade Optica do biofilme consolidado, através do calculo da média
e do desvio padrao, utilizou-se o Teste dos sinais (Statistica 7.0 Software).
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6. Resultados
6.1. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial da L. grata

Na caracterizacdo quimica do Oleo essencial de L. grata foram
identificados quatro componentes principais: carvacrol (51,4%), como
constituinte majoritario, timol (15,6%), p-cimeno (12,2%) e y-terpineno (7,4%). A

caracterizacdo completa do 6leo esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo quimica do 6leo essencial da L. grata.

LGOE1 LGOE2 LGOE3
Componente KI-L X X X
volatil rea ) rea ) rea )
RT (%) KI-C RT (%) KI-C RT (%) KI-C

Mirceno 990 513 217 99824 512 156 99847 512 159 99851
0-2-Careno 1002 5,74 145 101922 573 1,13 1019,38 573 1,12 101942
p-Cimeno 1024 594 1352 102602 591 12,16 102573 591 12,37 102571
y-Terpineno 1059 6,72 7,75 105293 6,71 7,37 1052,89 6,71 7,34 105291
Ipsdienol 1145 898 164 113045 897 143 113055 8,97 1,36 1130,60
Terpinen-4-

ol 1177 9,98 1,68 116491 9,97 1,32 116502 997 1,26 1165,18

Timol 1290 13,48 16,35 128490 13,47 1561 128529 13,47 1522 128515
Carvacrol 1299 13,91 46,56 129987 13,88 51,44 1299,06 13,86 51,91 1298,55

E)-

() 1419 17,47 2,77 142215 17,46 2,28 142211 17,46 220 1422722
Cariofileno
Oxido de

o 1583 22,34 2,84 158927 22,33 2,50 1589,49 22,33 2,48 1589,65
cariofileno
Equacéo da

: y =34,33.x +822,1 y = 34,334.x + 822,51 y = 34,345.x + 822,46

reta

R2 0,9976 0,9976 0,9976

LGOEL: Lippia grata 6leo essencial analise 1. LGOEZ2: Lippia grata 6leo essencial andlise 2. LGOE3: Lippia
grata 6leo essencial andlise 3.

RT: tempo de retencéo.

KI-L: Indice de Kovats padrozinados da literatura (Adams 2007).

KI-C: indice de Kovats corrigido.

6.2. Caracterizacdo das amostras bacterianas

A maior parte dos isolados bacterianos foram provenientes de amostras
de secrecéo traqueal (25%), seguido de urina (20,4%), sangue (15,9%), ponta
de cateter (9,0%), escarro (6,85), secrecao de orofaringe (6,8%), secrecdo de
abscesso (4,5%) e de outras fontes com menores frequéncias sdo demonstrados

na Tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncia dos isolados de Pseudomonas aeruginosa de acordo com

o sitio de isolamento.

Sitio de isolamento Numero de isolados  Percentual (%)
Secrecdao traqueal 11 25,0
Urina 9 20,4
Sangue 7 15,9
Ponta de cateter 4 9,0
Escarro 3 6,8
Secrecao de orofaringe 3 6,8
Secrecao de abscesso 2 4.5
Secrecao de ouvido 1 2,2
Raspado de cérnea 1 2,2
Swab de olho 1 2,2
Fragmento de lesdo venosa 1 2,2
Fragmento de perna esquerda 1 2,2
Total 44 100%

6.3. Estudo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia das amostras de P. aeruginosa aos antimicrobianos
testados foi avaliado através da técnica de Kirby-Bauer, como pode ser

observado na figura 8.
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Figura 8. Avaliacdo do perfil de sensibilidade da amostra P37 aos

antimicrobianos através da técnica de Kirby-Bauer (Fonte: Arquivo proprio).

Entre os antimicrobianos testados, a classe dos monobactamicos,
representada pelo aztreonam foi a que apresentou maior percentual de
resisténcia (47,85), seguido por imipenem e levofloxacino, ambos com 41,0%,
meropenem (36,4%), PIT (35,0%), ceftazidima (34,1%), ciprofloxacino (31,9%)
cefepime (29,6%) e gentamicina (20,5%). O perfil de sensibilidade dos isolados

frente aos antimicrobianos testados esta apresentado na figura 9.
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Figura 9. Percentual de resisténcia dos isolados aos antimicrobianos testados.
6.4. Teste da atividade antibacteriana in vitro

Os experimentos referentes & Concentracdo inibitoria minima e
concentracdo bactericida minima de algumas cepas podem ser observados nas

Figuras 10 e 11, respectivamente.
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Figura 10. Determinacdo da Concentragdo inibitéria minima. Apos a adicao de
CTT, o meio adquire coloragdo vermelha, caso haja atividade bacteriana. Na
auséncia de metabolismo bacteriano o0 meio permanece com sua coloracéo

original (Fonte: Arquivo préprio).

Figura 11. Determinacdo da concentracao bactericida minima das cepas P4 e

P10 em agar Mueller-Hinton (Fonte: Arquivo préprio).

O extrato vegetal da L. grata apresentou atividade antimicrobiana para
100% dos isolados testados na concentracdo de 50 mg/mL (CIMg € CBMg). A
concentragdo de 25 mg/mL (ClMso) apresentou atividade inibitéria para 56,8%
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dos isolados e atividade bactericida para 43,1% dos isolados. As demais
concentragbes nao apresentaram atividade antimicrobiana. Os resultados das

CIMs e CBMs para o extrato vegetal da L. grata foram apresentados na figura

12.
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Figura 12. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM) para o extrato vegetal da L. grata.

O dleo essencial da L. grata apresentou atividade inibitéria em 100% dos
isolados testados nas concentragfes de 50 mg/mL a 6,25 mg/mL (CIM90). As
concentracdes de 3,12 mg/mL (CIM50) e 1,56 mg/mL apresentaram atividade
inibitéria para 70,4% e 27,2% dos isolados, respectivamente. As demais
concentracbes ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Nenhuma das
concentracfes testadas do Oleo essencial da L. grata apresentou atividade
bactericida sobre os isolados testados. Os resultados das CIMs e CBMs para o

Oleo essencial da L. grata estdo representados na figura 13.
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Figura 13. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM) para o 0leo essencial da L. grata.

Os controles validaram de forma eficiente os ensaios. Os pocos utilizados
como controle positivo ndo apresentaram crescimento bacteriano, corroborando
a eficacia da gentamicina como controle positivo no teste. Com relacdo ao
controle negativo e controle de crescimento, em todos os ensaios houve
crescimento bacteriano, demonstrando que o efeito antibacteriano observado
decorreu apenas dos constituintes do 6leo essencial e extrato vegetal e ndo do
diluente utilizado (DMSO).

6.5. Quantificacédo do biofilme

Os resultados da quantificacado do biofilme produzido pela P. aeruginosa
nas superficies plasticas das microplacas revelaram que 97.7% dos isolados
avaliados produziram biofilme no meio TSB diluido.
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Figura 14. Quantificacéo de biofilme em microplaca para alguns isolados de P.

aeruginosa testados (Fonte: Arquivo proprio).

Dos 44 isolados de P. aeruginosa analisados, 18 (40,9%) foram

classificados como fracos produtores de biofilme, 18 (40,9%) como moderados

produtores, 7 (15,9%) como fortes produtores e apenas 1 (2,2%) ndo produziu

biofilme.

A Tabela 4 apresenta um breve resumo, correlacionando cada isolado

clinico com o seu sitio de isolamento, perfil de resisténcia, classificacdo quanto

a producdo de biofilme, CIM e CBM para o extrato e 6leo essencial.

Tabela 4. Resumo geral das caracteristicas fenotipicas de cada isolado clinico.

Cepa Sitio de Perfil de resisténcia Classificagéo Extrato Oleo
isolamento hidroalcoélico essencial
Sensivel Intermediario Resistente CIM CBM CIM | CBM
P1 Sec. Traqueal | GEN, IMP, CAZ, PIT, - LEV, CIP, ATM, Fraca -
MPM CPM produtora 25 25 15
P2 Sec. Traqueal | LEV, GEN, CIP PIT, IMP, CAZ, Fraca -
COM, ATM, MPM | produtora 50 50 31
P3 Sec. Traqueal | IPM, CAZ, GEN, PIT, LEV - Forte -
CPM, ATM, CIP, MPM produtora 50 50 15
P4 Abscesso MPM, CIP, PIT, IMP, Moderada -
subfrénico CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 3,1
P5 Sec. de MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada -
orofarige CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 1,5
P6 Sec. Traqueal | IMP, GEN, MPM, PIT CAZ CPM, CIP, ATM, | Forte -
LEV produtora 25 25 3,1
P7 Escarro MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada -
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 1,5
P8 Sec. de MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada -
ouvido CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 3,1
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P9 Sec. Traqueal | GEN, PIT, CAZ, LEV, - ATM, MPM, IMP N&o produtora
CPM, CIP 25 50 3,1
P10 Ponta de CIP, PIT, CPM, CAZ, ATM LEV, MPM, IMP Moderada
catéter GEN produtora 25 25 15
P11 Raspado de IMP,CIP, MPM, PIT, ATM - Moderada
cérnea LEV, CPM, GEN, produtora
CAZ 50 50 15
P12 Urina - MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, CPM, GEN, | produtora
CAZ, ATM, LEV 25 25 15
P13 Sec. de MPM, CIP, PIT, IMP, ATM - Forte
orofaringe CPM, GEN, CAZ, produtora
LEV 25 25 15
P14 Sec. MPM, CIP, PIT, IMP, - Moderada
Nasotraqueal | CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 15
P15 Sec. Traqueal | MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 50 15
P16 Ponta de MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada
catéter CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 31
P17 Sec. Traqueal | MPM, CIP, PIT, IMP, - - Fraca
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 31
P18 Urina MPM, CIP, PIT, IMP, - - Forte
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 3,1
P19 Swab de MPM, CIP, PIT, IMP, - Fraca
orofaringe CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 15
P20 Escarro MPM, CIP, PIT, IMP, - Fraca
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 15
P21 Escarro MPM, IMP, ATM CPM, PIT CIP, LEV, GEN, Moderada
CAZ produtora 25 25 3,1
P22 Ponta de CIP, CPM, GEN, PIT, ATM, IMP MPM Forte
catéter CAZ, LEV produtora 50 50 3,1
P23 Sec. Traqueal | MPM, CIP, PIT, IMP, - Moderada
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 15
P25 Sangue CAZ, GEN, CPM, LEV, ATM, Fraca
MPM, CIP, PIT IMP produtora 50 50 31
P26 Sangue MPM, CIP, PIT, IMP, - - Fraca
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 50 31
P27 Urina GEN - MPM, CIP, PIT, Moderada
IMP, CPM, CAZ, | produtora
ATM, LEV 50 50 31
P28 Sangue MPM, CIP, PIT, IMP, - - Moderada
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 31
P29 Ponta de MPM, CPM, ATM, GEN, PIT CAZ Moderada
catéter CIP, LEV, IMP produtora 25 25 31
P31 Fragmento de | MPM, CIP, PIT, IMP, Fraca
leséo venosa | CPM, GEN, CAZ, produtora
em MIP ATM, LEV 25 25 3,1
P32 Sec. Traqueal | GEN MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, CPM, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 50 31
P33 Fragmento de | MPM, CIP, PIT, IMP, - Moderada
perna CPM, GEN, CAZ, produtora
esquerda ATM, LEV 25 50 3,1
P34 Swab de olho | CPM, IMP, MPM, CAZ GEN, LEV, CIP, Fraca
ATM PIT produtora 25 25 31
P36 Sangue MPM, CIP, PIT, IMP, Fraca
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 3,1
P37 Sangue MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, CPM, GEN, | produtora
CAZ, ATM, LEV 25 25 3,1
P38 Sangue GEN CAz MPM, CIP, PIT, Moderada
IMP, CPM, ATM, | produtora
LEV 50 50 31
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P39 Urina CPM - MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 3,1
P40 Urina MPM, CIP, PIT, IMP, - - Fraca
CPM, GEN, CAZ, produtora
ATM, LEV 50 50 3,1
P41 Urina GEN MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, CPM, CAZ, produtora
ATM, LEV 25 25 31
P42 Urina GEN CAZ, PIT IMP, ATM, CIP, Moderada
LEV, MPM, CPM | produtora 25 25 31
P44 Urina - - MPM, CIP, PIT, Fraca
IMP, CPM, GEN, | produtora
CAZ, ATM, LEV 50 50 31
P45 Urina - - MPM, CIP, PIT, Forte
IMP, CPM, GEN, | produtora
CAZ, ATM, LEV 25 25 31
P46 Sangue MPM, CIP, PIT, CPM, | - IMP Moderada
GEN, CAZ, ATM, LEV produtora 25 50 3,1
P47 Sec. de CPM, CIP, LEV, GEN, | ATM CAZ, IMP, MPM Forte
abcesso PIT, CAZ produtora 25 25 3,1
P48 Sec. Traqueal | CPM, CIP, GEN, PIT, ATM MPM, IMP, LEV Fraca
CAZ produtora 50 50 3,1

6.6. Acado do extrato sobre o biofilme em formacéo

A atividade antibiofilme do extrato vegetal da Lippia grata foi avaliada nos
25 isolados de Pseudomonas aeruginosa que apresentaram forte ou moderada
producdo de Biofilme. Foi constatado que o extrato de Lippia grata nas
concetracoes de 50 mg/mL e 40 mg/mL, apresentou acao efetiva sobre o biofilme
em formacao, produzido pela P. aeruginosa, reduzindo de maneira significativa
a capacidade de producao de biofilme por essa espécie bacteriana, conforme
demonstrado pela diminuicdo da medida da densidade Optica apds o tratamento,
sendo estes isolados classificados novamente em fraco e ndo produtores de
biofilme. A concentracdo de 50 mg/mL apresentou o melhor desempenho, onde
23 isolados (92%) foram classificados como n&o produtores de biofilme e 2 (8%)
como fracos produtores de biofilme. A figura 16 mostra a reclassificacdo dos
isolados apds a tratamento da cultura com diferentes concentracdes do extrato

e Oleo essencial da L. grata.
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Figura 15. Producéo de biofilme pelos isolados apos a interacdo com o extrato

em diferentes concentracoes.
6.7. Ac&o do extrato sobre o biofilme consolidado

O extrato de Lippia grata também apresentou ac¢do sobre o biofilme
consolidado nas trés concentracdes testadas ao se aplicar o teste dos sinais,
havendo diferenca significativa entre as densidades Gpticas no tempo 0 e apds

24 horas. Os resultados podem ser verificados na Tabela 4.

Tabela 5. Andlise estatistica da interacdo do extrato com o biofilme consolidado

através do teste dos sinais.

Concentracdo Media (Oh) Media (24h) Desvio Desvio p-valor
padréo (Oh)  padréo (24h)

25 mg/mL 0,4859 0,5731 0,0502 0,0292 <0,01

40 mg/mL 0,6588 0,7806 0,0300 0,0415 <0,01

50 mg/mL 0,8036 0,9875 0,0240 0,0602 <0,01
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7. DISCUSSAO

A analise por CG/EM do 6leo essencial da L. grata permitiu a identificacédo
de 10 compostos diferentes, conforme mostrado na Tabela 2. Os principais
componentes do 6leo essencial foram o carvacrol (51,4%), seguido por timol
(15,6%), p-cimeno (12,2%) e y-terpineno (7,4%). Outros constituintes como
mirceno, &-2-Careno, Ipsdienol, Terpinen-4-ol, (E)-Cariofileno e Oxido de
cariofileno foram encontrados em menores proporgoes.

O oOleo essencial de L. grata também tem sido investigado em outros
estados do Brasil, como Sergipe, Ceara e Para. Em Sergipe, o 6leo essencial foi
caracterizado por carvacrol (44,43%), o-cimeno (9,42%), y-terpineno (9,16%) e
B-cariofileno (8,83%) (GUILHON et al.,, 2011), no Ceara foi encontrado timol
(21,30%), carvacrol (20,85%), a-pineno (19,42%) e p- cimeno (8,58%) (BITU et
al., 2012), no Para os constituintes principais foram timol (73,5%), p-cimeno
(9,2%) e timol metil éter (FRANCO et al., 2014). E importante ressaltar que esses
constituintes majoritarios podem sofrer alteracdes dependendo da parte utilizada
para a extracdo, do processo de extracdo e coleta, do ambiente e solo
diferenciados, além de outros fatores envolvidos (JANNUZZI et al. 2011; BITU et
al. 2012).

O timol e o carvacrol sdo os monoterpenos mais predominantes em 6leos
essenciais de plantas do género Lippia, possuindo atividade antioxidantes, anti-
inflamatoria, anestésica, cicatrizante, antisséptica e principalmente
antimicrobiana (ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018). Para investigar o
mecanismo antibacteriano do carvacrol e do timol, Xu e colaboradores (2008)
empregaram corantes fluorescentes e citometria de fluxo com o objetivo de
explorar o efeito desses componentes na permeabilidade da membrana de
cepas de Escherichia coli. Os efeitos antibacterianos desses constituintes foram
atribuidos a sua capacidade de permeabilizar e despolarizar a membrana
citoplasmatica. Estes efeitos representam de certa forma uma extensdo do
préprio papel que desempenham nas plantas, defendendo-as de micro-
organismos fitopatogénicos (ALBUQUERQUE et al., 2006).

A atividade antibacteriana apresentada pelos 6leos essenciais pode ter
relacdo com apenas um dos seus constituintes majoritarios ou com a interagéo
entre eles. Michiels e colaboradores (2007) utilizaram a combinacéo de carvacrol

e timol em simulagdes de fermentacao in vitro no tubo digestivo de suinos. Os
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resultados demonstraram que a combinacdo carvacrol mais timol possui um
efeito antibacteriano maior que a soma dos efeitos de cada agente separado
contra E. coli e Lactobacillus spp. Embora seja relatado na maioria dos estudos
que a associacdo entre timol e carvacrol apresenta efeito sinérgico sobre
diferentes organismos, cabe ressaltar que nem sempre esse efeito é verificado,
como foi apontado por Koul e colaboradores (2013), que em seus estudos
constataram que o carvacrol apresentou efeito antagbnico quando combinado a
outras substancia testadas (linalol, 1,8-cineol, trans-anetol e timol).

No presente estudo, a maior parte das cepas foi isolada de secrecéo
traqueal, urina, sangue e ponta de cateter, como pode ser verificado na Tabelas
3 e 4. De um modo geral, essas sao as fontes de isolamento mais frequente e
diversos estudos apresentam resultados semelhantes aos encontrados no
presente trabalho. Pires e colaboradores (2009), analisaram 182 isolados de P.
aeruginosa, a partir de dados microbiol6gicos obtidos do livro de registros de
SecrecOes Diversas do Laboratorio de Bacteriologia do Hospital das Clinicas
(HC) da Universidade Federal de Pernambuco. Dos 182 isolados, 34% foram
provenientes de secrecdes traqueais. Similarmente, um outro estudo realizado
em unidades de terapia intensiva entre os anos de 2007 a 2010, mostrou que a
maior parte dos isolados de P. aeruginosa foi proveniente de amostras de
corrente sanguinea, seguida por secrecdes do trato respiratorio e trato urinario,
corroborando com os dados encontrados no presente estudo (NOBREGA;
FILHO; PEREIRA, 2013). Esse mesmo padrédo de amostras bacterianas também
foi observado em estudos realizados na China (XU et al., 2013), Sérvia
(DJORDJEVIC; FOLIC; JANKOVIC, 2017) e EUA (SADER et al., 2018).

O trato respiratério e a corrente sanguinea foram os principais sitios de
isolamento para P. aeruginosa no presente trabalho. As infeccées nestes sitios
possuem uma grande importancia clinica, devido a alta taxa de morbidade e
mortalidade. A afinidade desta espécie por estes sitios, provavelmente esta
relacionando ao uso de procedimentos invasivos, como cateteres, sondas,
intubacdo traqueal (SILVA et al., 2013; CRESPO; FERNANDEZ, 2014). A
superficie do trato respiratorio é revestida por uma malha de muco rica em
fibronectina, para coloniza-la a P. aeruginosa libera proteases que clivam essa
estrutura expondo os receptores onde as fimbrias podem se ligar. O uso

constante de ventilagdo mecéanica, com frequente aspiragdo, diminui 0s
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movimentos ciliares da arvore bronquica, o que facilita o processo de
colonizag&o por micro-organismos oportunistas (PIRES, et al., 2009; NOBREGA,
FILHO; PEREIRA, 2013).

A maior parte dos casos de infeccdo do trato urinario no ambiente
hospitalar é resultante da utilizacdo de cateterismo vesical, representando cerca
de 80% dos casos. Um fato agravante com relagcdo ao uso de sonda vesical é o
tempo de permanéncia da mesma no paciente, jA& que 10% dos pacientes
permanecem com a sonda por pelo menos 4 dias (COSTA et al.,, 2014). A
Sondagem urinaria por periodo superior a sete dias é associada ao
desenvolvimento de infec¢des do trato urinario em até 25% dos doentes, com
risco diario de 5% (RORIZ-FILHO et al., 2010). No ambiente hospitalar, as fontes
de maior contaminacdo de P. aeruginosa sdo os aparelhos de respiracéo,
sistemas de hemodialise, cateteres, pias e artefatos de limpeza (ROCHA et al.,
2015), assim, diminuir o tempo de utilizagdo de cateteres vesicais e ventilacao
mecéanica pode provavelmente diminuir o risco de infeccdo urinaria e de
pneumonia, respectivamente (GUIMARAES et al., 2011).

A frequéncia elevada da P. aeruginosa em infec¢des hospitalares ocorre
devido a sua capacidade de sobreviver por longos periodos em superficies,
necessidades nutricionais minimas, grande tolerancia as variacdes ambientais e
capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos utilizados na
terapéutica (BLOT et al., 2002). Além de um amplo arsenal de resisténcia,
intrinseca e adquirida, esta espécie ainda apresenta diversos mecanismos de
viruléncia, onde uma vez estabelecida a sua entrada no hospedeiro, sua
eliminacao se torna muito mais dificil (HONG et al., 2015).

Vérios estudos vém demonstrando um aumento no padrdo de resisténcia
da P. aeruginosa a varias classes de antibiéticos (XU et al.,, 2013; YAYAN;
GHEBREMEDHIN; RASCHE, 2015; ACAR et al., 2019). Estudos realizados pelo
programa SENTRY entre os anos de 1997 a 2016, apontaram uma maior taxa
de resisténcia aos antimicrobianos na América latina quando comparadas a
outros paises do mundo. No periodo entre 2013 e 2016, os percentuais de
resisténcia em P. aeruginosa foi de 34,6% para Cefepime, 36% para ceftazidima,
40.3% para ciprofloxacino, 37.3% para meropenem e 41.3% para PIT
(SHORTRIDGE et al., 2019). No Brasil, um estudo envolvendo amostras da

corrente sanguinea de 16 hospitais, coletadas entre junho de 2007 e marco de
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2010, constatou taxas elevadas de resisténcia para gentamicina (45,7%),
ciprofloxacina (45,6%), cefepime (42,9%), imipenem (36,8%), ceftaziadima
(36,6%), meropenem (35,8%) e PIT (33,9%) (MARRA et al., 2011). De um modo
geral, estes trabalhos constataram um padrao de resisténcia mais elevado do
gue o observado no presente estudo, como pode ser observado na Figura 8 e
Tabela 4. Essa diminuigéo do padréo de resisténcia pode estar relacionada com
a origem dos isolados de P. aeruginosa, ja que alguns destes isolados foram
provenientes de amostras de pacientes ambulatoriais, onde a pressao seletiva
dos antimicrobianos nao é téo intensa quanto nas UTIs, por exemplo, levando a
um aumento na susceptibilidade aos antimicrobianos (ZIMERMAN, 2012).

De acordo com Gales e colaboradores (2012), a maior frequéncia de
infecgbes por P. aeruginosa na América Latina, pode estar relacionada a
localizac&o geografica, jA que a mesma se encontra em uma zona tropical com
clima quente e umido, o que favorece o desenvolvimento deste patdgeno. Outra
explicacdo seria a maior prevaléncia de espécie com resisténcia intrinseca a
varios antibiéticos, levando a utilizacdo de antimicrobianos de amplo espectro,
resultando em uma maior pressao seletiva e consequentemente ao surgimento
de cepas mais resistentes.

No presente estudo, os carbapenémicos imipenem e meropenem
apresentaram um dos maiores percentuais de resisténcia (41% e 36,4%
respectivamente). A resisténcia aos carbapenémicos, que é frequentemente
acompanhada de resisténcia a multiplos outros agentes, aumentou em todas as
partes do mundo (XU et al., 2013). O aumento crescente da resisténcia da P.
aeruginosa aos carbapenémicos é um dado preocupante, ja que se trata de um
patdbgeno oportunista, envolvido em um amplo espectro de infeccbes, como
pneumonias, septicemias, infec¢Bes urinarias e meningites, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. A consequéncia dessa elevada taxa de
resisténcia juntamente com a escassez de novas opcdes terapéuticas é a
limitacdo do tratamento ao uso de antimicrobianos mais potentes, como as
polimixinas, que estavam em desuso desde a década de 70, devido a
neurotoxicidade e nefrotoxicidade relacionadas ao seu uso (LI et al., 20062
VARDAKAS; FALAGAS, 2017).

Produtos naturais, como compostos puros ou extratos padronizados de

plantas, fornecem oportunidades como novos farmacos devido a sua diversidade
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quimica (TOFINO-RIVERA et al, 2016). No presente estudo o extrato vegetal e
0 6leo essencial da L. grata apresentaram atividade antibacteriana frente a todos
os isolados testados.

Existem muitos relatos na literatura sobre os efeitos antimicrobianos de
Oleos essenciais de espécies do género Lippia. Um estudo realizado por Queiroz
e colaboradores (2014) evidenciou a atividade antimicrobiana de Lippia
origanoides sobre cepas de Staphylococcus sp. isoladas de alimentos. Outros
estudos também demonstram atividade antimicrobiana da L. origanoides frente
a cepas de Aspergillus fumigatus (BETANCUR-GALVIS et al., 2011), Escherichia
coli, Salmonella spp., (BETANCOURT et al., 2012) e enterobactérias isoladas de
aves (SOUZA et al., 2015).

Um estudo realizado por Majolo e colaboradores (2016) avaliou a
composi¢do quimica de Odleos essenciais extraidos de Lippia alba, Lippia
origanoides e Lippia sidoides e sua atividade contra Aeromonas hydrophila. As
trés espécies de Lippia apresentaram acao bacteriostatica e bactericida contra
A. hydrophila, com CIMs e CBMs variando de 1,25 a 5 mg/mL. Das espécies
testadas, o melhor desempenho foi obtido com o 6leo essencial de L. sidoides.
O timol e e carvacrol sdo compostos encontrados nos 6leos essenciais de
plantas bioativas, como L. origanoides e L. sidoides. Estes terpenos fendlicos
exibem forte atividade antimicrobiana capaz de romper a membrana externa de
bactérias Gram negativas, liberando lipossacarideos (LPS) e aumentando sua
permeabilidade ao ATP (HELANDER et al, 1998).

Santos e colaboradores (2016) também estudaram a atividade
antimicrobiana da Lippia alba em cepas de Candida sp., Escherichia coli, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis e
Enterococcus faecalis. Os resultados mostraram que as cepas de leveduras
foram consideravelmente mais sensiveis ao 6leo essencial da L. alba que as
cepas bacterianas. Na concentragdo de 4 mg/mL apenas E. coli apresentou uma
inibicdo do crescimento acima de 80%; todas as outras cepas apresentaram uma
CIM de 4,0 mg / mL com inibigdes de crescimento abaixo de 70%. Por outro lado,
todas as linhagens de levedura testadas foram sensiveis ao 6leo essencial de L.
alba.e os CIMs calculados para eles eram duas a quatro vezes menores que 0S

encontrados para as cepas bacterianas.
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Diversos estudos relatam as atividades antimicrobiana e antifingica do
Oleo essencial da L. alba extraido de dois quimiotipos. O quimiotipo carvona tem
sido relatado como ativo contra varios micro-organismos, principalmente contra
cepas Gram positivas de isolados clinicos humanos. Por outro lado, o quimiotipo
linalol foi comprovado com sucesso contra Candida albicans (JARAMILLO-
COLORADO et al., 2012).

A atividade antimicrobiana da L. grata, avaliada nesse estudo, vem sendo
apontada por diversos trabalhos. Fernandes e colaboradores (2015) avaliaram o
potencial antifingico dos extratos vegetais e 6leo essencial da Lippia grata sobre
o fungo Monosporascus cannoballus. Tanto o 6leo essencial como o extrato
vegetal inibiram 100% do crescimento micelial do fungo. Porém, o 6leo essencial
foi mais eficiente quando comparado aos extratos, ja que doses
consideravelmente mais baixas do 6leo inibiram 100% do crescimento fungico.

Caffaro e colaboradores (2014) avaliaram a atividade biologica do extrato
etandlico da Lippia grata frente a cepas bacterianas padronizadas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e cepa
fungica de Candida albicans. No ensaio da microdiluicdo em caldo com as cepas
Gram positivas, todos os valores de concentracgao inibitéria minima dos extratos
ficaram abaixo de 0,5 mg/mL. Ja com as cepas Gram negativas os valores da
CIM foram iguais ou acima de 1,0 mg/mL. No método de difusdo em meio sélido,
a P. aeruginosa apresentou resisténcia ao extrato da L. grata.

No presente estudo, o 6leo essencial da L. grata desenvolveu uma acgao
antibacteriana mais acentuada que o extrato vegetal, uma vez que para todas as
cepas os valores da CIM do 6leo foram inferiores aos apresentados pelo extrato,
como pode ser observado nas Figuras 12 e 13 e Tabela 4. Uma possivel
explicacdo para essas diferencas observadas entre o 6leo e o extrato seria o
carater hidrofébico das moléculas presentes na estrutura das paredes celulares
bacterianas. Os terpendides, presentes nos 6leos essenciais dessa espécie,
como o timol e o carvacrol apresentam natureza lipidica, caracteristica
semelhante as do lipopolissacarideos presentes na superficie desses
patogenos, havendo assim forte interacdo destes com a membrana plasmatica
da célula, resultando na formacdo de canais, através dos quais ha

extravasamento de contetudo e consequente desorganizacdo celular (BERTINI
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et al., 2005; FERNANDES et al.,, 2015), A acdo antimicrobiana dos o6leos
essenciais também pode estar relacionada a inativacdo de algumas enzimas,
incluindo aquelas envolvidas na producao de energia e sintese de componentes
estruturais (LAMBERT et al. 2001; ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).

Apesar do O6leo essencial da L. grata ter apresentado uma acgao
bacteriostatica melhor que a do extrato, 0 mesmo ndo apresentou acao
bactericida em nenhuma das concentracfes testadas. A presenca da acao
bactericida apenas no extrato pode estar relacionada a diferenca dos
constituintes dos 0Oleos e extratos. Estas diferencas nos constituintes podem ser
atribuidas a origem da planta, época de colheita, fatores como calor,
luminosidade, constituicdo do solo e umidade e métodos de extracdo (Lapa et
al., 1999). Pouco se sabe sobre a acao dos extratos hidroalcdolicos da L. grata,
visto que a maior parte dos estudos encontrados na literatura foram realizados
com o Oleo essencial da planta. De acordo com Matos (2009), deve-se procurar
na composicao fitoquimica do extrato hidroalcéolico a presenca de alcaloides,
cumarinas, flavonoides, metilxantinas, quinonas, saponinas e taninos. A
presenca destes componentes no extrato da L. grata pode estar relacionada com
a elevada atividade bactericida do extrato encontrada no presente estudo.

Varios estudos demonstram o potencial antimicrobiano de outras espécies
vegetais frente a cepas de P. aeruginosa. Tian e colaboradores (2019) avaliaram
a atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Zingiber striolatum sobre
algumas espécies bacterianas, entre elas a P. aeruginosa. O 6leo essencial
dessa espécie apresentou significativa inibicdo bacteriana contra a P.
aeruginosa com valor de CIM igual a 3,12 mg/mL, resultado semelhante ao
encontrado no presente estudo. Aelenei e colaboradores (2019) encontraram
CIM de 5,44 ug/mL para o 6leo essencial do coentro (Coriandrum sativum) em
uma cepa padrdo de P. aeruginosa. Outro estudo avaliou a atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais do cominho (Cuminum cyminum), orégano
(Origanum compactum) e pau-rosa (Aniba rosaeodora) frente a um isolado
clinico de P. aeruginosa, os resultados das CIMs foram 18,60 mg/mL, 9,20
mg/mL e 35,20 mg/mL, respectivamente (OWEN; WHITE; LAIRD, 2018). Yang
e colaboradores (2018) encontrou valores de CIM de 10 mg/mL para P.

aeruginosa utilizando 6leo essencial de Camellia nitidissima.
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As discrepancias entre os valores encontrados no presente estudo e
outros relatos sobre os valores da CIM podem ser atribuidas aos diferentes perfis
quimicos dos Oleos essenciais, diferentes protocolos experimentais e diferentes
cepas utilizadas em estudo. No presente estudo foi observado que a P.
aeruginosa apresentou valores de CIM mais elevados quando comparada a
outras espécies bacterianas avaliadas para a mesma espécie vegetal. Deans e
colaboradores (1995) observaram que alguns Oleos essenciais parecem ser
mais especificos em sua atividade antimicrobiana, exercendo maior atividade
inibitéria contra bactérias Gram positivas, provavelmente devido a menor
complexidade da parede celular destes micro-organismos quando comparados
aos Gram negativos. Além disso envoltério extracelular composto por alginato
contido no biofilme formado por P. aeruginosa provavelmente também dificulta a
acao direta dos componentes antibacterianos dos extratos e 6leos essenciais na
bactéria (CHIANG; BURROWS, 2003; ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018).

Este biofilme fornece protecéo as células bacterianas, aumentando suas
chances de sobrevivéncia em condi¢ces desfavoraveis. As bactérias protegidas
pelo biofiime podem se multiplicar rapidamente e dispersar. Ap0s adeséo e
crescimento dos micro-organismos infecciosos em tecidos, 0rgdos ou
dispositivos invasivos, a camada de biofilme protege a colonia bacteriana contra
o sistema de defesa do hospedeiro e contra antibioticos (ANWAR et al., 1992).
O género Pseudomonas possui grande capacidade de formacao de biofilmes,
aumentando a sua permanéncia em superficie e tecidos vivos e dificultando a
acao de antimicrobianos no tratamento de infecgbes causadas por este agente.
Atualmente, poucas terapias com alvo em biofilmes microbianos encontram-se
disponivel no mercado. Assim, a melhor estratégia contra os biofilmes
microbianos € evitar a sua formacao ao invés de tentar elimina-los apés a sua
formacao (SCHILLACI et al., 2013).

No presente estudo, 97,7% dos isolados de P. aeruginosa avaliados foram
produtores de biofilme. Conforme mostrado nos resultados (Tabela 4), dos 44
isolados de P. aeruginosa, 40,9% foram classificados como fracos produtores de
biofilme, 40,9% como moderados produtores, 15,9% como fortes produtores e
2,2% ndao produziu biofilme. Esses resultados corroboram com os de Robinson
e colaboradores (2019), que ao avaliar a producgao de biofilme em 100 isolados

de P. aeruginosa oriundas de otite canina constataram que 68% dos isolados
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foram classificados como fortes produtores de biofilme, 20% como moderados
produtores, 8% como fraco produtores e 4% como nao produtores,
demonstrando uma maior producao de biofilme quando comparado ao presente
estudo. Em contrapartida, um estudo realizado com isolados de P. aeruginosa
provenientes de amostras de escarro de pacientes internados, constatou que
dos 74 isolados analisados, 64,8% foram classificados como fraco produtores de
biofilme, 2,7% como moderados produtores e 32,4% como ndo produtores
(PEREZ et al., 2011). Nenhum isolado foi classificado como forte produtor de
biolfime, contrastando com os resultados do presente estudo.

A formacdo do biofilme e a adesdo bacteriana dependem ndo s6 da
fisiologia do micro-organismo, expressdo de fatores de viruléncia e estado
fisioloégico das células bacterianas no momento da analise, mas também das
caracteristicas fisico-quimicas, a area e o material da superficie (MACEDO,
2006). De acordo com STEPANOVIC e colaboradores (2007), a composi¢do do
meio de cultura € provavelmente o fator mais importante que influencia a
capacidade das bactérias em produzir biofilme em condi¢des in vitro. Os ensaios
de avaliacao da producao de biofilme foram realizados em meio de cultura caldo
TSB suplementado com glicose 1% (p/v), pois a glicose favorece a formacéo de
biofilme. Este meio de cultura possui poucos nutrientes, podendo gerar um
ambiente hostil para a sobrevivéncia destas bactérias, estimulando a producao
de biofilme (BOLES; HORSWILL, 2011)

Para o estudo da acdo da L. grata sobre os biofiimes em formacao e
consolidados foi utilizado apenas o extrato vegetal, ja que Oleo essencial ndo
apresentou atividade bactericida frente aos isolados de P. aeruginosa em
nenhuma concentracao testada. O extrato de L. grata apresentou acao sobre o
biofilme em formacéo nos 25 isolados de P. aeruginosa, sendo a concentracao
de 50 mg/mL a que demonstrou o melhor desempenho (Figura 15). O extrato da
L. grata também apresentou acdo sobre o biofilme consolidado nas trés
concentracOes avaliadas (Tabela 4).

Outros estudos também evidenciam a propriedade antibiofiime de
espécies do género Lippia. Tofifio-Rivera e colobadores (2016) procuraram
avaliar a capacidade de erradicacdo de biofilmes do 6leo essencial da L. alba
frente a Streptococcus mutans. Os 6leos essenciais de L. alba apresentaram

atividade de erradicacao de biofilmes de S. mutans de 95,8% na concentragcéo
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de 0,01 mg / dL. Souza e colaboradores (2017) também avaliaram o potencial
antibiofilme da L. alba, porém contra cepas de Aeromonas spp. O 6leo essencial
da L. alba interferiu na formacao do biofilme, entretanto néo foi eficiente para o
biofilme consolidado. Similarmente, Albuquerque e colaboradores (2013)
avaliaram a atividade antiaderente da folha da Lippia sidoides Cham. que
demonstrou efeito antiederente, sobre o0s principais micro-organismos
responsaveis pela consolidacéo do biofilme dental.

Varios trabalhos evidenciam também o potencial de diversos vegetais
frente a biofilmes em formag&o de P. aeruginosa. Kazemian e colaboradores
(2015) avaliaram o efeito da camomila (Chamaemelum nobile) contra a formacao
de biofilme em amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes com diferentes
tipos de infeccdo. As concentracdes efetivas contra a formacdo de biofilme
variaram de 6,25 a 25 mg/mL. Al-Dhabi e colaboradores (2012) estudando o
extrato cloroférmico de Couroupita guianensis encontraram atividade antibiofilme
efetiva contra P. aeruginosa a partir de 2 mg/mL, com 52% de inibicdo da
formacdo de biofilme. Kauffmann e colaboradores (2017) avaliaram o potencial
antimicrobiano de espécies do género Eugenia, contra Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, sendo observado que a grande maioria dos extratos
nao afetou a formacao do biofilme nos ensaios com P. aeruginosa, contrastando
com os resultados obtidos nos ensaios com S. aureus.

No presente estudo foram necessarias concentracdes elevadas do extrato
da L. grata para inibir a formacéo do biofilme de P. aeruginosa, enquanto outras
espécies bacterianas necessitam de concentragcdes muito menores do mesmo
extrato para inibir a formacédo do biofilme. Acredita-se que o alginato seja o
componente responsavel pela resisténcia aos antimicrobianos observada em
biofilmes, principalmente de P. aeruginosa. Isso ocorre porgue, ao ser carregado
negativamente, o alginato acaba sequestrando ou neutralizando o efeito de
antimicrobianos carregados positivamente. Por outro lado, antimicrobianos
destituidos de carga elétrica, como o ciprofloxacino, ndo sofrem os efeitos
neutralizantes do alginato, apresentando menor resisténcia clinica quando
comparado a gentamicina, por exemplo (AITKEN et al.,, 2011). Cotton e
colaboradores (2009) demonstraram que administracdo da enzima alginato
ligase (AlgL) em biofilmes de P. aeruginosa resultou na reducdo da sobrevida de

hY

células bacterianas quando expostas a gentamicina, estabelecendo, deste
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modo, uma importante relacdo entre o alginato com o perfil de resisténcia ao
antimicrobiano.

Os resultados dos experimentos tanto do biofilme consolidado quanto o
do biofilme em formacé&o confirmam a possibilidade de utilizar produtos naturais
para combater patdgenos de importancia clinica em nivel celular e em biofilme.
Neste contexto, o presente trabalho pode direcionar o desenvolvimento de novas

drogas, devido a atividade antibiofilme do extrato vegetal da L. grata.
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8. CONCLUSAO

O extrato e Oleo essencial da L. grata apresentaram atividade
antimicrobiana frente os isolados de Pseudomonas aeruginosa. O 6leo essencial
apresentou uma atividade bacteriostatica mais eficiente que o extrato, porém néo
apresentou atividade bactericida em nenhuma concentragéo testada.

Com relacéo a acao bactericida do extrato, a CMB exibiu valor proximo a
sua CIM, ocorrendo equivaléncia entre estas em alguns casos, confirmando a
eficaz atividade bactericida da L. grata.

Com relacéo a interacao entre o extrato e biofilme da P. aeruginosa, os
resultados apresentados séo bastante promissores, uma vez que 0 extrato
demonstrou atividade frente ao biofilme em formacé&o e ao consolidado;

O extrato da L. grata pode ter importantes aplicacdes para implementacéo
de estratégias como agentes de suporte aos antimicrobianos e acao antibiofilme,
sendo alternativas promissoras para combater micro-organismos patogénicos,
particularmente Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam o potencial antimicrobiano
da L. grata, porém sdo necessarios outros estudos para a verificacdo da
toxicidade de compostos ativos responsaveis pela atividade antimicrobiana da

planta.
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10. ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacao no comité de ética
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