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RESUMO

Os extratos e 0leos essenciais provenientes de fontes naturais tém sido reportados como
potenciais agentes antimicrobianos e como principios ativos no desenvolvimento de produtos
na industria farmacéutica, cosmética e de alimentos. Devido ao surgimento de resisténcia ao
tratamento com antibioticos, existe a necessidade de encontrar novas alternativas que
possuam melhor eficicia no tratamento de doencas causadas por microrganismos. Este
trabalho objetivou desenhar uma estratégia para propor os mecanismos de acdo do produto
de maior espectro de atividade entre os extratos de propolis e 6leo essencial de Melaleuca
leucadendron sobre diferentes microrganismos de importancia clinica. Para isso, foram
escolhidas diversas cepas de bactérias patogénicas humanas, foi determinada a concentracédo
Otima de uso e a fase onde tem maior susceptibilidade por meio de curvas de crescimento a
partir de duas fontes de indculo. Os resultados demostraram que € necessario 0 uso de uma
concentracdo distinta na hora de ajustar o indculo inicial, e que a fase exponencial de
crescimento varia de um microrganismo para outro. A atividade antimicrobiana dos extratos
e do dleo essencial foi confirmada a partir do método de determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM), sendo o derivado com maior espectro o Oleo essencial. A
caracterizacdo deste Oleo foi realizada por meio da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), que revelou os monoterpenos como compostos
majoritarios. A proposicdo do mecanismo de acdo dos compostos majoritarios foi realizada
através do programa PASSonline, encontrando valores consideraveis para potencializagdo da
permeabilidade da membrana bacteriana e inibicdo da sintese de peptidoglicano
glicosiltransferase. O teste de permeabilidade de membrana demonstrou que oito das doze
bactérias avaliadas incorporaram o marcador, e trés delas mostraram diferenca estatistica em
comparacdo ao controle sem exposicdo ao 6leo. Na microscopia eletrdnica, também foi
possivel observar um efeito na estrutura da parede da célula bacteriana, sugerindo, dessa
forma, que o mecanismo de acdo deste 6leo esta relacionado ao aumento da permeabilidade
na membrana celular da bactéria. Esses resultados sdo um avango importante na procura de
alternativas para o desenvolvimento de novos antibioticos a base de produtos naturais.
Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, bactérias, propolis, oleo essencial, Melaleuca

leucadendron.



ABSTRACT

Extracts and essential oils from natural sources have been reported as potential antimicrobial
agents and as active ingredients in product development in the pharmaceutical, cosmetic and
food industries. By the emergence of resistant to treatment with antibiotics, new alternatives
that have better efficacy in the treatment of diseases caused by microorganisms are required.
The objective of this work was to design a strategy to propose the mechanisms of action of
the product with the greatest spectrum of activity between the extracts of propolis and the
essential oil of Melaleuca leucadendron, against different microorganisms of clinical
importance. For this, several strains of human pathogenic bacteria were chosen, the optimum
concentration of use and the phase where it was most susceptible by means of growth curves
from two sources of inoculum were determined. The results demonstrated that the use of a
distinct concentration at the time of initial inoculum adjustment is necessary, and that the
exponential phase of growth varies from one microorganism to another. Then, the activity of
extracts and essential oil was confirmed by the method of determining the minimum
inhibitory concentration (MIC), the derivative with the highest antimicrobial spectrum being
the essential oil. The characterization of this oil was carried out using Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (GC-MS), which revealed the monoterpenes as major
compounds. The proposed mechanism of antimicrobial action of the major compounds was
performed through the PASSonline program, and considerable values were found for
potentiation of bacterial membrane permeability and inhibition of peptidoglycan
glycosyltransferase synthesis. The membrane permeability test demonstrated that eight of the
twelve evaluated bacteria incorporated the marker, and three of them showed statistical
difference in comparison to the control without exposure to the oil. In electron microscopy,
it was also possible to observe an effect on the bacterial cell wall structure, thus suggesting
that the mechanism of action of this oil is related to the increase of permeability in the cell
membrane of the bacterium. These results are a major advance in the search for alternatives
for the development of new antibiotics, mainly based on natural products.

Key words: Antimicrobial activity, bacteria, propolis, essential oil, Melaleuca

leucadendron.
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1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado dos antibidticos tornou-se um problema cada vez mais grave ja
que as bactérias sdo capazes de desenvolver mecanismos de resisténcia que, com o passar
dos anos, tém aumentado a sua prevaléncia, sobretudo nas espécies de bactérias que causam
infeccbes fundamentalmente fora da area hospitalar (Alos et al., 1997). De acordo com dados
da Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia aos antibioticos gera 700 mil mortes cada
ano mundialmente, e, se continuar nesse ritmo, no ano de 2050 serdo 10 milhdes de mortes
a cada ano, nimeros maiores aos reportados em mortes por outras doengas como o cancer
(OMS, 2017). Os mecanismos de resisténcia adquiridos e transmitidos s&o 0s mais
importantes e consistem, principalmente, na producdo de enzimas bacterianas que inativam
o0s antibioticos ou na aparicao de modificacdes que impedem a chegada do farmaco ao ponto
de acdo, bem como na alteracdo do proprio mecanismo de a¢do. Uma cepa bacteriana pode
desenvolver varios mecanismos de resisténcia a um ou varios antibiéticos e, da mesma forma,
um antibiotico pode ser inativado por distintos mecanismos ou diversas espécies bacterianas
(Holmberg et al., 1987).

Para conseguir erradicar ou inibir os microrganismos, os antibioticos devem
atravessar a barreira superficial da bactéria e depois fixar-se sobre alguma das estruturas ou
mecanismos bioguimicos que Ihe sdo necessarios para se multiplicar ou para sobreviver. Os
mecanismos de acdo dos antibidticos sdo diversos e as vezes multiplos, mas todos operam
em algum dos seguintes pontos: podem ser bactericidas, bacteriostaticos, inibidores da
sintese de acidos nucleicos, proteinas da parede celular ou também fazendo a alteracdo da

membrana celular da bactéria.

Algumas plantas sdo produtoras de substancias que possuem acdo antimicrobiana,
como foi relatado por diferentes autores como Kujumgiev et al. (2000), Miorin et al. (2003),
Sandford et al. (1997), principalmente como mecanismo de defesa contra infec¢cbes ou como
sustancias envolvidas com o metabolismo celular. Também tém sido relatadas atividades
antisséptica, antibacteriana, bactericida ou bacteriostatica, antifungica, antiviral e vermicida
de distintos compostos como extratos e 0leos essenciais provenientes de plantas. Como é de
esperar, além de uma grande lista de plantas com atividade antimicrobiana, existe um nimero

de compostos quimicos responsaveis por esta atividade, esses compostos podem ser



derivados de alcaloides, fendis simples, flavonas, quinonas, taninos e terpenos (Kujumgiev,
et.al., 2000).

O extrato de prépolis tem sido reconhecido pelas propriedades antibacteriana,
antifungica, antiviral, anestésica e analgésica, sendo utilizado como anestésico local em
odontologia, aléem de apresentar propriedades anti-inflamatdrias, cicatrizante e antioxidante
(Salatino et al., 2005). Oleos essenciais assim como 0s extratos também revelam diferentes
acOes bioldgicas, como por exemplo, as folhas de Melaleuca leucandendron (Linneu) que
sdo conhecidas pelas propriedades antiparasitarias, antissépticas, analgésicas, estimulantes e
inseticidas; sendo recomendada na medicina tradicional como antimalarica ou antipirética,

expectorante, antisséptico urinario e anti-helmintico (Rodriguez, 1997).

Diante desse relato, neste trabalho pretendeu-se avaliar diferentes extratos de propolis
e 0 Oleo essencial de M. leucadendron com antecedentes de propriedades antimicrobianas,
com o objetivo de propor o mecanismo de acdo do composto com maior espectro de atividade
contra diferentes bactérias patogénicas humanas de importancia clinica na fase exponencial
de cada uma delas. Desta forma pretende-se encontrar alternativas na problematica de
resisténcias aos antibioticos, utilizando antimicrobianos derivados de fontes naturais, 0s

quais podem apresentar vantagens econémicas e de qualidade para a industria farmacéutica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificacdo e mecanismo de acédo dos antibioticos

Os antibidticos sdo substancias quimicas produzidas por diferentes espécies de
microrganismos (bactérias e fungos) e plantas, ou sintetizados por métodos de laboratorio,
que suprimem o crescimento de outros microrganismos e podem eventualmente destrui-los.
Estes compostos diferem nas suas propriedades fisicas, quimicas e farmacoldgicas, assim
como em seu mecanismo de acdo e espectro antimicrobiano (Calderwood et al., 1988;
Bowman et al., 1987). Na pratica didria, as classificagdes que sdo mais utilizadas se baseiam
na acdo do antibidtico sobre a bactéria (Bowman et al., 1987). Conforme o efeito que tem
sobre a bactéria pode ser (Tabela 1): bacteriostaticos, aqueles que inibem a multiplicacdo
bacteriana, a qual volta uma vez que o tratamento € suspenso; e bactericidas: possuem a
propriedade de destruir a bactéria e a sua acao terapéutica € irreversivel. Essas designactes
de bacteriostatico ou bactericida podem variar conforme o tipo de microrganismo como por
exemplo, a penicilina G geralmente é bactericida para cocos Gram positivos, mas s é
bacteriostatico contra enterococos (Streptococcus faecalis), enquanto que o cloranfenicol
costuma ser bacteriostatico, mesmo em concentracdes elevadas, mas pode ser bactericida

contra Hemophilus influenzae (Young et al., 1994).

Tabela 1. Classificacdo dos antibioticos. (Young et al., 1994).

Bactericidas Bacteriostaticos
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Eritromicina
Aminoglucosidos Sulfonamida
Rifampicina Novobiocina
Qinolonas Cloranfenicol

Monobactamicos

Polimixinas

A maioria dos antibioticos comercializados ou em fase avancada do desenvolvimento

clinico atua inibindo processos metabdlicos vitais para as bactérias, relacionados com a
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sinteses da parede, das proteinas e dos &cidos nucleicos, ou determinando a desestruturacdo
das membranas lipidicas. Também podem ser classificados de acordo a sua acéo especifica
na célula bacteriana como, antibidticos que inibem a sintese da parede celular, antibioticos
que afetam a permeabilidade da membrana celular, farmacos que inibem a sintese proteica
(inibicdo da traducdo e a transcricdo do material genético), e os que inibem a sintese dos
acidos nucleicos (Young et al., 1994).

2.1.1 Inibidores de sinteses da parede celular

Os antibioticos R-lactamicos compartilham um mecanismo de agdo comum: a inibi¢éo
da sintese da parede de peptidoglicano da bactéria. Por isso sdo considerados antibidticos de
grande seguranca, ja que as células eucaridticas carecem de parede celular. Esses antibidticos
inibem a etapa final da sintese de peptidoglicano, que consiste na reagdo de entrecruzamento
dos polimeros. Esta etapa é catalisada principalmente por dois tipos de enzimas:
carboxipeptidase e transpeptidase, as quais estdo ancoradas na membrana plasmatica da
bactéria. Estes tipos de proteinas sdo denominados como PBP (Penicillin-binding proteins)
(proteinas vinculadoras de penicilinas). Este € o local onde os R-lactamicos sdo fixados,
inibindo a sinteses de forma ndo competitiva e irreversivel (Petersdor, 1987).

Todas as bactérias possuem este tipo de proteinas, variando no seu nimero e afinidade
de unido por diferentes antibi6ticos B-lactdmicos de acordo com a bactéria; por exemplo,
Staphylococcus aureus tem quatro PBP, enquanto a Escherichia coli possui no minimo sete.
Em termos gerais, as PBP estdo envolvidas no crescimento da bactéria, na conformacéo da
estrutura tridimensional, na reparacao da parede, no fornecimento de rigidez e na manutencéo

do gradiente osmético entre a bactéria e 0 meio (Wyatt et al., 2009).

A diferenca entre espécies é uma das explicacdes para os distintos espectros de
atuacdo entre os diversos antibidticos R-lactdmicos. Os efeitos que produzem estes
antibioticos dependem da sua concentragdo, do tempo de exposic¢éo a niveis superiores que
a concentragdo inibitéria minima (CIM), do microrganismo, do meio onde se encontra e,

provavelmente, do tipo de PBP (Calderwood et al., 1999).



2.1.2 Inibidores da sintese de acidos nucleicos

Compreende os antibidticos que interferem na replicacdo do DNA bacteriano ou na
sua transcricao e geralmente atuam como bactericidas. O primeiro antimicrobiano deste tipo
foi o0 &cido nalidixico, que permitia o desenvolvimento rapido de resisténcias e mutagdes de
alto nivel. As quinolonas possuem um nucleo de dois anéis de seis membros unidos e podem
ser produzidas de forma sintética. Foi desenvolvida uma série de quinolonas fluoradas que
proporcionam excelentes niveis de atividade bactericida frente a um amplo espectro de
microrganismos e que apresentam um baixo grau de unido a proteinas (Calderwood et al.,
1999).

2.1.3 Inibidores da sintese de proteinas

Os antibioticos aminoglicosideos sao um grupo de agentes bactericidas caracterizados
por ter combinagdes de anéis de seis membros, com cadeias laterais de carater variavel que
determinam o seu espectro e o seu grau de resisténcia frente a enzimas inativaveis. Pertencem
a esse grupo, a Estreptomicina, Neomicina, Canamicina, Gentamicina, Tobramicina,
Amicacina. Em concentracdes suficientes, os aminoglicosideos se unem de forma
irreversivel aos ribossomos, blogueiam os complexos de iniciacdo e inibem a elongacéo das
cadeias polipeptidicas, causando um efeito bactericida de carater rapido. Concentragdes
inferiores causam uma dispersao de lugar do RNA, uma leitura errada do mensageiro e uma
falta de producdo das proteinas corretas, o que produz um efeito drastico sobre o crescimento

e a estrutura bacterianos (Wyatt et al., 2009).
2.1.4 Inibidores da sintese de cofatores metabdlicos

Os inibidores metabdlicos utilizados como antimicrobianos usam vias metabolicas
presentes nos microrganismos. Um desses agentes € o que interfere na sintese do acido félico
por parte das bactérias. O acido fdlico deriva do acido para-Aminobenzoico (PABA), do
glutamato e da unidade pteridinica. Na sua forma reduzida, é uma coenzima essencial para o
transporte dos compostos de um carbono nas sinteses das purinas, da timina e de alguns
aminoacidos e, como consequéncia e indiretamente, da sintese dos acidos nucleicos e das
proteinas. Os principais inibidores da via do &cido folico séo as sulfamidas, o trimetroprim,

0 acido para-Aminosalicilico e as sulfonas. As sulfamidas sdo analogas estruturais do PABA



e competem pela enzima (dihidropteroato-sintetase) que combina o PABA e a pteridina na
fase inicial da sintese do acido félico (Wyatt, et al., 2009).

2.2 Resisténcias aos antibioticos

Novos mecanismos de resisténcia que sdo propagados mundialmente estdo surgindo
e pdem em perigo a capacidade para tratar doencas infecciosas comuns, como consequéncia,

tem-se 0 aumento das mortes e a prolongacao das doengas (Crisler et al., 2012).

Na auséncia de antimicrobianos eficazes para prevenir e tratar as infeccdes,
intervencdes como o transplante de Orgdos, a quimioterapia do cancer, o tratamento da
diabetes ou cirurgias maiores (por exemplo, as cesareas ou as proteses de quadril) se
converteriam em procedimentos de muito risco (Crisler et al., 2012). A resisténcia é um
fendmeno que aparece de forma natural com o tempo, geralmente por modificacBes genéticas
e selecdo dos microrganismos. Porém, o processo tem sido acelerado pelo mal-uso e o abuso
dos antimicrobianos (Crisler et al., 2012). Os pacientes com infec¢des causadas por bactérias
farmaco-resistentes tém maior risco de ter piores resultados clinicos e levar ao falecimento
do paciente. Além disso, consomem mais recursos sanitarios que aqueles infectados por

cepas ndo resistentes das mesmas bactérias.

A resisténcia de Klebsiella pneumoniae (uma bactéria intestinal comum que pode
causar infe¢bes potencialmente mortais) ao tratamento utilizado como altimo recurso (0s
antibidticos carbapenémicos) tem sido propagada em todas as regides do mundo. K.
pneumoniae € uma importante causa de infe¢fes hospitalares, como a pneumonia, a
sepsia, as infecgdes dos recém-nascidos e 0s pacientes ingressados em unidades de
cuidados intensivos. Devido a resisténcia, em alguns paises o0s antibioticos
carbapenémicos ja ndo sdo eficazes em mais da metade dos pacientes com infec¢des por
K. pneumoniae (Merck et al., 2000). A resisténcia de E.coli a uma das classes de
medicamentos mais utilizadas no tratamento das infecgdes urinarias (as fluoroquinolonas)
estd muito disseminada (Merck et al., 2000).

Pelo menos 10 paises (Australia, Austria, Canada, Eslovénia, Franca, Japao,
Noruega, Africa do Sul, Suécia e Reino Unido) tém confirmado casos em que tem
fracassado o tratamento da gonorreia com o ultimo recurso frente essa doenca: as

cefalosporinas de terceira geracdo. O que demostra o grande problema e a necessidade de



desenvolver novas opg¢des de antibidticos para combater as infeccGes causadas por
microrganismos patogénicos (Crisler et al, 2012).
2.2.1 Mecanismo de resisténcia aos antibidticos

Existem diversos mecanismos de resisténcia aos antibidticos que podem ser
utilizados pelos microrganismos. Os principais séo:

A) R-lactamases: As [R-lactamases sdo enzimas que catalisam a ruptura do anel R-
lactamico das Penicilinas e das Cefalosporinas, obtendo produtos sem atividade
antibacteriana. Estas enzimas podem estar codificadas em cromossomos ou plasmideos.
As B-lactamases aparecem em sua maioria em bactérias Gram-negativas e tem atividade
preferencialmente cefalosporinase, embora tenha também algumas penicilinases e outras
de amplo espectro. As R-lactamases cromossdmicas podem ser constitutivas ou
induziveis. Sdo chamadas constitutivas aquelas intrinsecas ao cromossoma bacteriano ou
que estdo sempre presentes no mesmo género, espécie e subespécie bacteriana (é de
carater genético), e que contribuem para delimitar o espetro de um antibidtico R-lactamico.
Este tipo de B-lactamases é produzido como consequéncia de mutaces do material
genético bacteriano. Séo as que definem a resisténcia natural. As mais importantes sdo as
encontradas nas espécies de Klebsiella sp. e Bacteroides fragilis. Existem outras B-
lactamases cromossémicas que sdo induziveis, que € um mecanismo de resisténcia
adquirido, uma bactéria que foi sensivel se torna resistente mediante a producdo de uma
R-lactamase cromossémica. Este ultimo mecanismo de resisténcia é extremadamente
comum em espécies de Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. e Acinetobacter sp. (Neu,
2007).

B). Menor afinidade do antibidtico pelas PBP: As PBP podem perder afinidade
pelos antibioticos B-lactamicos, nesse caso as concentragdes de antibidticos exigidas para
obter igual efeito aumentam notoriamente com a perda de poténcia do antibacteriano. Os
antibidticos R-lactamicos inibem PBP diferentes em uma bactéria, razdo pela qual deve
diminuir a afinidade de varias PBP por esses antimicrobianos para que a bactéria fique
resistente. Este € o caso do Streptococcus pneumoniae altamente resistente a Penicilina,
apresentando quatro das cinco PBP de alto peso molecular com menor afinidade pelos R-

lactdmicos. As cepas com resisténcia a Cefalosporinas de terceira geracdo apresentam



alteracfes s6 em duas das cinco PBP de alto peso molecular, dado que as PBP restantes
tém pouca afinidade por esses farmacos (Thompson, 1997).

C) Incapacidade do antibidtico para penetrar as membranas bacterianas: Para ligar
as PBP (localizadas nas camadas mais internas da bactéria) os B-lactamicos devem
atravessar as camadas externas da parede bacteriana. Nas bactérias Gram-positivas isto €
relativamente facil, uma vez que as suas moléculas sdo pequenas e que esses
microrganismos carecem de membrana externa. Nas bactérias Gram-negativas o
antibidtico deve atravessar a membrana externa. Esta membrana possui proteinas
denominadas porinas que formam poros através dos quais podem ingressar substancias
no espaco periplasmatico. Estas porinas séo seletivas e por isso, nem todos os antibiéticos
podem ingressar através das mesmas. Os antibioticos 3-lactamicos sdo, em geral, pouco
lipossollveis e devem utilizar as porinas para chegar ao espaco periplasmatico e alcancar
as PBP. A partir de mutacfes nos genes responsaveis pela sintese das porinas a bactéria

cria um mecanismo de resisténcia para esses antibidticos (Broek et al., 1987).

2.3 Recursos naturais e medicinais como base no desenvolvimento de novos

antibioticos

As plantas medicinais sdo um recurso biolégico em que alguns casos sdo utilizados

de forma completa e em outros € utilizada sé alguma parte, flor, fruto, tubérculo. Da secédo

selecionada, se obtém extratos que sdo usados para o tratamento de alguma afeccdo como

dor de cabeca, estbmago ou inchaco, sendo, portanto, reconhecida pela medicina tradicional

a acdo terapéutica (alivio ou melhora) definida pelos principios ativos presentes nas plantas

(Sforcin et al., 2000).

O uso de farmacos de origem vegetal € reportado desde a época pré-histérica e foi

uma das formas mais estendidas na medicina, ja que virtualmente todas as culturas

conhecidas tém evidéncias do uso medicinal de alguma planta. A industria farmacéutica atual

tém muitas substancias derivadas de plantas que formam parte dos principios ativos de

medicamentos modernos (Scheller et al., 1990).


https://es.wikipedia.org/wiki/Recurso_natural
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https://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Cultura
https://es.wikipedia.org/wiki/Industria_farmac%C3%A9utica

O consumo de plantas medicinais tem aumentado nos Gltimos anos mundialmente e
é frequente o seu uso juntamente com medicamentos prescritos pelos médicos. Devido ao
problema da resisténcia aos antibioticos, a medicina e as industrias farmacéuticas estao
voltando as origens, pesquisando as plantas que possuem ativos antimicrobianos presentes
na natureza como parte dos mecanismos de defesa das mesmas ou como metabdlitos

secundarios (Sanabria et al., 2002).

Estudos como o realizado por Qin et al., (2017), demostraram que actinobactérias
isoladas de plantas medicinais coletadas de florestas tropicais em Xishuangbanna, também
possuem atividade antimicrobiana contra bactérias de importancia clinica, o que confirma
que produtos ou organismos provenentes de fontes naturais podem ter compostos uteis no

desenvolvimento de novos antibiéticos.
2.4 Extratos de prépolis

2.4.1 A propolis um recurso das abelhas

As colmeias se encontram geralmente em espacos protegidos, em arvores ou caixas
que gquase sempre sdo fechadas. Com uma temperatura e humidade elevada e constante, com
milhares de individuos geneticamente muito similares, estas sdo construidas com materiais
organicos (cera e madeira) e com uma grande quantidade de reservas ricas em agucares e
proteinas armazenadas. Constituem, portanto, um meio extremamente favoravel para a

proliferacdo de microrganismos (Bankova et al., 2005).

As abelhas conseguem manter asséptico o interior da colmeia mediante uma extrema
limpeza e a ajuda da propolis, com o que recobrem todas as superficies da colmeia, os lugares
de cria e armazenamento (Bankova et al., 2005).

2.4.2 Origem e coleta

A propolis é coletada pelas abelhas de mais de 15 dias que, com as suas mandibulas,
pegam as particulas resinosas que tem sobre as plantas, arvores e arbustos, principalmente:
alamo, salgueiro, bétula, amieiro, castanha silvestre, pinho, ensina, sisal e algumas plantas
herbaceas. Estas resinas possuem diversidade de metabolitos secundarios toxicos que
algumas plantas podem produzir para proteger as partes mais ativas do crescimento, e que

combatem, assim, possiveis patdgenos biodticos e pragas. As abelhas desprendem as
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sustancias resinosas, armazenando-as com as suas patas nas cestas de polen. As enzimas da
sua boca participam também na operagdo para evitar a sua aderéncia. Quando chegam a
colmeia com a carga, as outras abelhas Ihes ajudam a descarregar a propolis. Também existe
a teoria de que parte da propolis é o resultado da digestdo do pdlen por parte das abelhas
(Bankova et al., 2005).

A quantidade de propolis que pode gerar uma colmeia varia entre os 150 e os 300g
por temporada, sendo o verao e 0 outono as épocas de maior producao. S&o poucas as abelhas
destinadas a realizar esta tarefa, que sO se realiza com temperaturas superiores a 20° C e
durante as primeiras horas da tarde. Durante os periodos de seca, substitui-se a coleta do

néctar pela de propolis (Fernandes et al., 2005).

Essa resina balsamica se encontra recobrindo todas as paredes e quadros da colmeia,
assim, uma das formas de extrai-la é pela raspagem dos componentes da caixa com 0 uso de
uma espatula, mas esse método supde tirar os quadros da caixa e manipular a colmeia no
fundo, além disso, a propolis assim coletada tem muitas impurezas (cera, lascas de madeira

ou abelhas mortas) (Fernandes et al., 2005).
2.4.3. Composic¢ao da propolis

A composicdo da prdpolis é extremamente complexa e variavel em funcéo das
espécies botanicas que existem na zona de coleta, dos ciclos biolégicos das plantas que
proveem as resinas, do tipo de abelhas e do clima. E um produto muito heterogéneo, tanto
no que se refere aos elementos que compdem como as suas propor¢des. Embora a sua
composicao seja bastante complexa, os compostos podem se agrupar nas seguintes classes
com a sua concentracdo aproximada: resinas e balsamos (50-55%); cera (25-35%); 6leos

volateis (10%); polen (5%); substancias organicas e minerais (5%) (Fernandes et al., 2005).

Nesses 5% de sustancias organicas e minerais que sdo concentrados a maioria de
matérias ativas e compostos que tornam interessante este produto das colmeias. Nas
sustancias organicas, podem se encontrar: acidos organicos (acido benzoico, acido galico),
fenois (acido caféico, acido cindmico), aldeidos (vanilina), cumarinas, flavonoides

(flavononas, flavonois e flavonas) e vitaminas (vitamina A, B3 e outros do grupo B).
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Também é relatada a presenca de alguns metais, como niquel, prata, aluminio, boro e cobre,

bem como, o0 iodo que se encontra em uma proporgdo importante (Bankova et al., 2005).
2.4.4. Caracteristicas gerais

A prépolis é praticamente insolivel em agua, mas soltvel em alcool, razdo pela qual
a maioria das aplicacOGes € realizada através de extratos etandlicos. A propolis é uma
substancia resinosa, balsdmica, de uma cor verde pardo, castanho, quase preto as vezes,
dependendo da sua origem botanica. Tem um sabor acre, frequentemente amargo, e um odor
agradavel e doce, de forma que quando & queimado, exala uma fragrancia de resinas
aromaticas. A consisténcia é variavel de acordo com a sua temperatura; abaixo de 15° C é
dura e fréagil, em torno de 30-35° C é macia e modelavel, entre 0s 35 e 60° C € pegajosa e se
funde aos 60-70° C. Sendo assim, esta é bastante termoestavel, mantendo as suas
propriedades antibacterianas depois de ter sido submetida a temperaturas de até 100° C
durante meia hora (Prado Filho et al., 1962).

Embora a propolis conserve bem as suas propriedades no longo do tempo, é melhor
utiliza-la o mais fresco possivel, ou conserva-la a menos alterada possivel, protegida da luz

e num ambiente seco e fresco (Bankova et al., 2005).
2.4.5. Propriedades e usos

Na &rea da medicina humana é onde os beneficios da propolis tém sido mais estudados
e aplicados. S&o atribuidas propriedades e usos tais como: antibacteriana, antifungica e
antiviral; utilizada em micoses cutaneas e outras afeccGes dermatoldgicas, assim como para
infeccBes vaginais, anestésica e analgésica; alivia a inflamacéo e a coceira das picadas de
insetos, e tem sido utilizada como anestésico local em odontologia (3,5 vezes mais potente
como anestésico que a cocaina), anti-inflamatdrias; utilizada em processos reumaticos e
artriticos; cicatrizante, tem sido utilizado em cirurgia para facilitar a cicatrizacao de feridas,
e tem efeitos positivos no tratamento de Ulceras e gastrites assim como para queimaduras;
antioxidante, aumenta a acdo da vitamina C; estimulador do sistema imunoldgico; efeitos
antitumorais; tratamento de afecc¢des do sistema respiratorio; laringites, anginas, e afecgdes

bronco pulmonares (Serra et al., 1994).
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As referéncias mais antigas do uso da propolis remontam-se ao antigo Egito, onde ja
era utilizada como medicinal e como parte de cremes e unguentos de embalsamar. Mais tarde
foi utilizada pelos gregos, a quem se deve seu nome (para o que significa “a frente de” e polis
“cidade”). Aristoteles (século | a. C.) ja reportava a propolis no seu livro “Reprodugdo dos
animais” e foi considerada como “remédio para as infeccdes da pele e feridas” (Salamanca,
2007).

No século XI, Avicena, médico e filosofo persa escreveu: “tem a qualidade de
eliminar as pontas de setas e as espinhas, vivifica e limpa facilmente”. Parece ser que os Incas
utilizavam a propolis quando se apresentava um quadro de infecgBes febril e no continente
europeu durante os séculos XVIII e X1V, existem referéncias na Franca que relatam seu uso
para a cura de feridas. Seu ultimo reporte de uso na historia foi em torno do ano de 1900,
durante a denominada guerra dos Boers, que acabou no que agora conhecemos como a
Republica de Africa do Sul, onde se produziam e importavam grandes quantidades de

prépolis para o tratamento de feridas infectadas e como cicatrizante (Salamanca, 2007).

A razdo do uso da propolis na medicina, na veterinaria, na agricultura e a apicultura,
assim como na elaboracdo de produtos farmacéuticos, baseia-se em suas propriedades
antimicrobianas, proporcionadas pelos acidos benzoico, oxibenzoico, cafeico, ferulico, os
sesquiterpenos e os flavonoides. Mas quase todas essas propriedades podem ser atribuidas
fundamentalmente aos flavonoides, (do latim flavos, "amarelo”) um termo genérico com o
que se identifica a uma série de metabdlitos secundarios das plantas. E de fato, os flavonoides

tém sido usados como marcadores de qualidade da propolis (Salamanca, 2007).

Os flavonoides sdo sintetizados a partir de uma molécula de fenilalanina e 3 de
malonil-CoA, através do que se conhece como "a via Biossintética dos flavonoides", que o
seu produto, a estrutura base, é sintetizado gracas a uma enzima isomerase. A estrutura base,
um esqueleto C6C3-C6, pode sofrer posteriormente muitas modificagOes e adi¢bes de grupos
funcionais, pelo que os flavonoides s&o uma familia muito diversa de compostos, embora
todos os produtos finais caracterizam-se por ser poli fendlicos e sollveis em agua (Graf et
al., 2005).

Todas as plantas sintetizam flavonoides em maior ou menor grau, ja que todas

compartilham a mesma via Biosintética basica, mas o resultado varia muito de uma espécie
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ou familia para outra. Dentro das plantas tem diferentes fungdes: protecdo contra a luz
ultravioleta, defesa do herbivorissimo criando sabores desagradaveis, regulacao do transporte
do horménio auxina, atracdo de polinizadores (pigmentacédo) e protecdo frente a fungos (o
fito alexinas, sdo flavonoides de baixo peso molecular, metabdlitos secundarios toxicos para
alguns patdgenos que sdo gerados imediatamente depois de um ataque, por exemplo a
pisantina (Garcia-Mateos e Pérez-Leal, 2003). Dentro dos flavonoides, a galangina e a
pinocembrina sdo as mais numerosas e que tem a maior parte das propriedades fungicidas e
fungo estaticas (Quiroga et al., 2006). Também junto aos flavonoides, o acido cafeico,
presente na propolis e os seus extratos alcoodlicos tem propriedades fungicidas (Ojeda-
Contreras et al., 2007).

Em relacdo a sua acdo antimicrobiana, a prépolis é notavelmente mais eficaz sobre as
bactérias Gram positivas do que sobre as Gram negativas (Bankova et al., 1995). Na
agricultura, ja tem sido utilizada pelas suas propriedades cicatrizantes e antibioticas; em
extrato para proteger as feridas produzidas depois de podas severas. Mas ultimamente estéo
se realizando estudos em diferentes partes do mundo, para melhorar as suas aplica¢cbes como
biocida contra fungos, bactérias e virus fito patogénicos. Alguns exemplos de patdgenos
controlados com maior ou menor efetividade pelos extratos etandlicos ou aquosos de prépolis
sdo: bactérias fitopatogénicas, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomona syringae e
Xanthomona axonopodis (Basic et al., 2005); fungos fito patogénicos, Fluvia fulva e
Colletotrichun gloesporoides (Sosa-Lo6pez et al., 2000). E de acordo com o autor Joan Sisa
(2000), em seu artigo “Apicultura pratica e medicinal”, tem se desenvolvido ensaios para
estudar o efeito inibidor da prépolis contra alguns virus que afetam as plantas, sendo 0 mais
sensivel ao tratamento o virus da necrose do tabaco, e 0 menos o virus do mosaico do pepino
(Serraet al., 1994).

Dentro das aplicagdes agricolas, também foi reportado o seu uso como ativador dos
mecanismos quimicos de defesa das plantas. Nos Gltimos anos tém sido identificados
compostos antimicrobianos que sé@o acumulados nas plantas em altas concentracdes, depois
da presenca de infec¢Oes bacterianas ou causadas por fungos, ajudando a limitar a dispersao
do patdgeno. (Vivanco et al., 2005). Esses metabolitos secundarios de defesa ndo sdo

produzidos de forma continua dentro da planta, ja que necessitam de um gasto de energia,
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sendo assim, sua sintese € ativada quando a planta nota que estd sendo atacada. Esses
indicadores podem ser fragmentos da parede celular da propria planta, partes de células

microbianas ou a prépria fito alexina (Vivanco et al., 2005).
2.5 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo uma mistura de compostos volateis, produto do metabolismo
secundario das plantas. Sdo formados nas partes verdes do material vegetal e quando a planta
cresce sdo transportadas a outros tecidos, especificamente na formacéo da flor (Maia et al.,
2008). Esses 6leos essenciais sdo responsaveis, na aromaterapia, pela aromatizacdo do ar e
melhoram o meio ambiente, harmonizando, equilibrando e purificando, gerando assim uma
atmosfera clara e fresca. Os seus aromas sao revigorantes tanto para 0 corpo como para a
mente, satisfazem os sentidos trazendo beneficios para a salude, regulando e atuando como
regenerador do balanco das fungbes mentais e organicas no ser humano, renovando,
recuperando e mantendo a sadde espiritual, fisica e mental. E um dos ingredientes basicos na

industria dos perfumes, alimenticia e na inddstria farmacéutica (Fontes et al., 2008).

Estes 0leos sdo compostos por moléculas de baixo peso molecular, gerados na planta
por diferentes rotas biossintéticas e pertencentes a diferentes tipos de classes quimicas:
alcool, &cidos, ésteres, fendis, terpenos, entre outras. Alguns deles se caracterizam por um
odor tipico e uma volatilidade alta. Atuam como agentes de defesa quimica nas plantas contra
predadores, insetos, microrganismos (bactérias, fungos, virus), e contra qualquer tipo de
praga, também sdo remédios vegetais enddgenos que ajudam a regenerar os tecidos da planta
(Ortiz et al.,2008).

Os seus usos foram reportados por diferentes culturas através da historia, foi
encontrada a mencao dos seus usos nos hierdglifos egipcios, e a presenca de Frankincence
(arvore de incenso) e de Nardo indico (Nardostachys jatamansi) na tumba do faro
Tutankamon, 0s antigos gregos e 0s romanos usavam 0s extratos de plantas com fins
cosméticos e quando tomavam banho, para aromatizar o seu cabelo e corpo, e a sua
elaboracdo industrial comecou na Franca no final do século XVII. O conhecimento obtido
pelos arabes na idade média de como destilar o alcool, foi o inicio da fabricacdo de perfume
como é conhecido nos dias atuais, uma mistura de agua, alcool e 0leos essenciais (Suarez et
al., 2007).
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2.5.1 Obtencao dos 6leos essenciais

Os 0Oleos essenciais podem ser obtidos por meio de trés técnicas principais (Figura 1).
A pressdo com vapor é um processo onde € utilizado um vapor superaquecido que penetra
no material vegetal a uma pressdo mais alta que a pressdo atmosférica, a corrente de vapor
rompe as células da planta e carrega a mistura volatil que € condensada depois por meio de
um agente esfriante, geralmente os 6leos sdo muito mais leves e ndo sdo soltveis em agua,
sendo separados por decantacdo. Esse método é utilizado para extracdo de 6leos de rizomas,
raizes, sementes e folhas secas ou fermentadas. No sistema de destila¢cdo com agua-vapor, é
utilizado um vapor de adgua em ebulicdo que passa pelo material vegetal que se encontra
pendurado em uma malha. E na hidrodestilacdo, ocorre um processo onde o material vegetal
se submerge diretamente na agua, que é esquentada até a fervura, esse método é utilizado

principalmente com material delicado como algumas flores (Camargo et al., 2008).

% ===

A -

B C.l

Figura 1. Técnicas de extracdo dos 6leos essenciais A. Extracdo mediante pressdo com
vapor, B. Destilacdo agua-vapor, C. Hidrodestilac&o.

De acordo com a espécie, o rendimento no processo de extracdo do 6leo varia, pode
ser desde 0,01% em flor de jasmim e rosas, e de 4-6% em diferentes tipos de sementes, em
média as plantas aromaticas tem de 0,2 até 2% de 6leo essencial. O rendimento é uma
caracteristica importante desde o ponto de vista econémico, que avalia a rentabilidade do
processo, bem como a qualidade organoléptica, uma vez que a sua apreciagdo sensorial as
vezes € subjetiva, mas de muita importancia para sua posterior incorporacdo em produtos

comerciais (Palacio et al., 2008).
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2.5.2 Uso dos 0leos essenciais

Os oOleos essenciais provenientes de plantas sao compostos em sua maioria por
hidrocarbonetos de terpeno (Monoterpenos CioHis, € sesquiterpenos, CisHzs) e 0s seus
derivados oxigenados (&lcool, aldeidos, cetonas e alguns &cidos) que juntos sdo conhecidos
como terpenoides. Tém sido reportados como agentes quimicos preventivos usando 0s seus
principios ativos em tratamentos de doengas como arterioscleroses, tromboses, e como
veiculo para facilitar a penetracdo dérmica de farmacos de aplicacdo tdpica. Os 6leos
essenciais ou 0s seus compostos também sdo reportados como agentes antimicrobianos,
antifungicos e tém propriedades antivirais e antidiabéticas. O éxito na agdo antimicrobiana
em bactérias como o Staphylococcus aureus ou a Escherichia coli, resistentes aos antibidticos
tradicionais, esta relacionada com a composicao dos 6leos, que sdo misturas de substancias

que atuam mediante um sinergismo potenciado (Colorado et al., 2007).

A inddstria de 6leos essenciais esta relacionada ndo s6 com o setor produtivo e
tecnoldgico por meio da destilacdo, transformacdo e refinaria, mas também com o
desenvolvimento agricola no estabelecimento de cultivos industriais de plantas aromaticas
para a obtencdo de 6leos. Em média, a cada mil quilogramas de material vegetal sdo obtidos
dez quilogramas de 06leo essencial, s6 um 1%, o que indica a necessidade de ter cultivos
extensos, de muitos hectares (10.000 até 40.000 plantas/ha) para a obtencédo de 500 até 1.000
Kg de 6leo por ano (Staschenko et al., 2009).

Os oOleos essenciais sdo utilizados como ingredientes em dentifricios, shampoo,
cremes, Oleos para massagem, perfume, aromatizantes, desodorantes, desinfetantes e
multiplos produtos de higiene pessoal, também sé&o utilizados na indUstria do tabaco, téxtil,
bebidas alcodlicas, refrigerantes, aromatizantes, e na industria agricola, como

biorreguladores, bioinseticidas e em compostos alelo quimicos (Castellanos et al., 2007).
2.6 Melaleuca leucadendron (Linneu)

Melaleuca leucadendron (L.) é uma arvore originaria da Australia, conhecida como
a arvore da crosta de papel. Esta espécie se encontra geralmente em bosques, pomares ou
matagal aberto, particularmente do lado de lagos e na borda de péantanos; transforma o

ecossistema ao deslocar a vegetacdo tipica da zona e a fauna original. Pertence a familia
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Myrtaceae, apresenta caule branco acinzentado e esponjoso com folhas geralmente verde-
escuras. As flores séo branco-amareladas e pequenas e os frutos sdo lenhosos, capsulados e
globosos. Essa arvore tem a propriedade de secar o terreno onde € plantado, diminuindo o

conteddo de agua para as demais espécies (Pérez, et al., 2010).

Al

Figura 2. Melaleuca leucadendron. A. Arvore; B. Folhas, flor e fruto.
2.6.1 Usos das folhas de Melaleuca leucadendron

As folhas de M. leucadendron podem ser Uteis para o tratamento da pressao arterial
alta, o herpes simplex e da inibicdo de Helicobacter pylori (Marshall et al., 2002; Goodwin
et al., 2007). Também podem ter efeitos hipoglicémicos, diminuindo os niveis de agucar no
sangue. Sdo atribuidas propriedades antiparasitarias, antissepticas, analgésicas, estimulantes
e inseticidas; na medicina tradicional é recomendada como antimalarica ou antipirética,
expectorante, antisséptico urinario, anti-helmintico, para o tratamento do reumatismo e

doencas da pele (Pérez et al., 2010).
2.6.2 Oleo essencial de Melaleuca leucadendron

O dleo essencial extraido dessa planta tem atividade anti-helmintica, antimicrobiana,
antifingica, antiviral e como repelente de insetos (Goodwin et al., 2007). Tem sido
comprovada a acdo inseticida do 6leo em larvas de Aedes aegypti L. e o efeito repelente sobre

Wasmannia auropunctata (Roger) (Hym. Formicidae) (Marshall et al., 2002). Também foi
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realizado pelo autor Rodriguez um estudo toxicoldgico da administracdo do extrato e do éleo
essencial em ratos Wistar e ndo foram encontrados sinais clinicos, lesées morfologicas, nem
histologicas que evidenciam efeitos toxicos (Pérez et al., 2010). Embora o mecanismo de

acao antimicrobiana ainda nao tem sido elucidado.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos etanolico, acetato etilénico e
hexanico da propolis e do 6leo essencial de Melaleuca leucadendron a fim de propor um

mecanismo de ac¢ao do produto com maior atividade antimicrobiana.
3.2 Etapas do trabalho

v Padronizar a cinética de crescimento dos microrganismos selecionados a partir de
diferentes fontes de indculo.

v"Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos e do dleo escolhidos, durante a fase
exponencial dos microrganismos.

v' Selecionar e caracterizar o produto com maior potencial de atividade antimicrobiana.

v Propor um mecanismo de a¢do antimicrobiana do produto selecionado.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Extratos de propolis

A propolis foi adquirida do Apiério Flores, situado na localidade de Santo Amaro do
Botafogo - Ouro Preto, Minas Gerais-Brasil. Em seguida as fraces foram obtidas através da
extracdo sequencial utilizando solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e
etanol). O método utilizado foi o ultrassom a partir de 3 ciclos de 60 minutos para cada
solvente, sendo que a cada periodo o extrato foi filtrado e adicionado mais solvente. Apos
completada a extracdo, as solugdes foram submetidas a evaporacdo dos solventes extratores

em evaporador rotativo, a uma temperatura limite de 40° C.

Figura 3. A. Propolis durante o processo de extragdo sequencial. B. Extrato de propolis

concentrado ap6s evaporacgdo do solvente extrator.
4.1.2 Oleo essencial de Melaleuca leucadendron

As folhas de M. leucadendron foram coletadas no campus da Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP), situada no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais (20°23'51"S;
43°30'40"W), no ano de 2016. A exsicata M. leucadendron foi depositada no Herbario Prof.
José Badini do Departamento de Biodiversidade, Evolu¢do e Meio Ambiente (DEBIO) do
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Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto
(ICEB/UFOP), sob o0 nimero OUPR 29495. As folhas frescas foram cortadas a fim de reduzir
0 seu tamanho e obter uma maior superficie de contato, depois foram pesadas e
acondicionadas em um compartimento denominado dorna. O vapor de agua ao passar pelo
material vegetal extrai os compostos volateis da planta. Depois de obter o 6leo, foi colocado
em um tubo de ensaio para centrifugacdo. O 6leo foi recolhido e pesado para calculo do
rendimento. O acondicionamento foi realizado em vidro de penicilina devidamente tampado,

ao abrigo de luz com auxilio de papel aluminio e mantido a baixa temperatura em geladeira.

Figura 4. Oleo essencial de Melaleuca leucadendron
4.2 Microrganismos avaliados

Os microrganismos selecionados (Tabela 2) foram crescidos em agar e caldo Muller-
Hinton procedentes de um estoque e cada repique foi incubado durante 24 horas em estufa

para cultura bacterioldgica a 37° C.

Tabela 2. Microrganismos selecionados para avaliacao da atividade dos extratos de propolis

e do 6leo essencial de Melaleuca leucadendron.

Microrganismo Referéncia
Pseudomonas aeuriginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Listeria monocytogenes Isolado clinico
Klebsiella pneumonie ATCC 13883
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Proteus mirabilis ATCC 25933

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Salmonella thiphymurium ATCC 14028
Shiguela flexnerii ATCC 12022
Providencia rettgeri ATCC 29944
Enterococcus faecalis ATCC 19433

4.3 Padronizacéo da cinética de crescimento dos microrganismos selecionados

Nesta etapa foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pocos com meio de cultura,
caldo Mueller-Hinton, os in6culos foram preparados de acordo com a fonte de crescimento
que seria testado (meio liquido ou meio solido) em sete diferentes concentracdes e foi lida a
absorbancia de cada um, no espectrofotdémetro, no comprimento de onda de 600nm, desde o
inicio do crescimento até chegar a fase estacionaria de cada um dos microrganismos. A
avalicdo foi feita de hora em hora e confirmada pela técnica de contagem em placa durante

trés diferentes tempos da curva.
4.3.1 Crescimento a partir de meio sélido

A partir de um repique do estoque de cada bactéria, com 24 horas de crescimento em
agar Mueller-Hinton, foi tomada uma colénia, fazendo um ajuste de acordo com o ponto 0,5
da escala de McFarland, sendo confirmado mediante absorbéncia e contagem em placa, uma
concentracdo aproximada de 108 UFC/mL. Ap6s ser confirmado o ajuste, foram feitas
diluicBes seriadas em microtubos tipo Eppendorf® na relagdo 1:10 (100 uL indculo ajustado
em solucdo salina 0,9%/ 900 pL de caldo Mueller-Hinton), até chegar a uma concentracéo
de 10° UFC/mL. Em seguida, foram adicionadas na microplaca, 50 pL de caldo Mueller-
Hinton e 50 pL de indculo ajustado a cada concentragdo em triplicata. Como controles foram
utilizados um controle de antibiotico, colocando 50 pL do antibidtico especifico reportado
para cada bactéria tetraciclina ou moxifloxacino, de acordo com o caso, e 50 pL de in6culo
ajustado em caldo Mueller-Hinton, e como controle do meio de cultura, 100 pL de caldo
Mueller-Hinton. As amostras foram incubadas por 20 horas a 37° C em estufa, e cada hora
desde a hora zero foram feitas as medidas de absorbancia, as contagens em placa foram

realizadas na hora zero, na hora dez e na hora vinte de incubac&o.
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4.3.2 Crescimento a partir de meio liquido

Com um repique obtido com 24 horas de crescimento, foi tomada uma col6nia que
depois foi transferida para 2 mL de caldo Mueller-Hinton, incubando em estufa
bacterioldgica entre 10-12 horas a 37° C. Ap0s esse tempo, as amostras foram centrifugadas
a 8000 rpm por 10 minutos e lavadas com 2 ml de solucdo salina a 0,9%. Apoés a lavagem,
as bactérias foram re-suspensas em 2 mL de solucéo salina a 0,9% e 200 pL desta foram
transferidos a 1,8 mL de um caldo Mueller-Hinton fresco para obter um volume final de 2mL.
Em seguida, foram incubados novamente por mais duas horas em estufa a 37° C, apds esse
processo foi feito o ajuste de acordo com a escala de McFarland 0,5 sendo confirmado
mediante absorbancia e contagem em placa, uma concentra¢io aproximada de 108 UFC/mL.
Apbs ser confirmado o ajuste, foram feitas diluicGes seriadas 1:10, como foi descrito na
metodologia anterior. Na microplaca foram colocados 50 pL de caldo Mueller-Hinton e 50
pL de indculo ajustado a cada concentracdo por triplicata, e os controles como ja foram
descritos anteriormente. As amostras foram incubadas por 10 horas a 37° C na estufa, e cada
hora desde a hora zero foram feitas as medidas de absorbancia, as contagens em placa foram

realizadas na hora zero, na hora cinco e na hora dez de incubagéo.

4.4. Avaliacao do potencial antimicrobiano dos extratos e do 6leo escolhidos, durante a

fase exponencial de cada microrganismo

De acordo com o experimento anterior, apds realizar os ensaios de padronizacdo das
cinéticas de crescimento para cada bactéria escolhida e determinar a concentracdo 6tima de
partida, foram realizados os ensaios de avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos e
do dleo essencial na fase exponencial correspondente para cada microrganismo. Para isto
foram avaliadas sete diferentes concentracGes dos extratos e do 6leo para determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e avaliar a acdo antimicrobiana na fase onde a

bactéria se encontra metabolicamente mais ativa.
4.4.1 Avaliacéo dos extratos etanolico, acetato etilénico e hexanicoo de propolis

Tendo um repique com 24 horas de crescimento, foi utilizada a metodologia de
crescimento em meio liquido para avaliar os extratos, essa metodologia foi desenvolvida e

padronizada neste trabalho. Foram feitas dilui¢des de cada um, na relacdo 1:2 em caldo
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Mueller-Hinton, para ajustar as concentragdes que seriam avaliadas. Foram pesados 100 mg
de cada extrato de prépolis e foi diluido em 1 mL de caldo com DMSO 2%, para obter uma
concentracdo inicial de 100 mg/mL, depois foram feitas as diluicdes 1:2 em microtubos tipo
Eppendorf®, onde foram colocados 500 pl de caldo em cada um dos tubos, logo apds
adicionou 500 pl da primeira suspencdo homogeneizando e retirando 500 ul, e assim
sucessivamente, a fim de fazer o ajuste, e obter as seguintes concentrac6es avaliadas: 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 e 0,78125 mg/mL. Depois desse procedimento, foram colocadas
nas microplacas de Elisa de 96 pocos, 50 uL de suspencao de bactéria, e 50 pL de extrato
ajustado, por triplicata, a microplaca foi incubada em estufa bacterioldgica a 37° C por 3-4
horas de acordo com o inicio da fase exponencial de cada bactéria. Para os controles foram
utilizados, um controle negativo onde foram colocados 50 uL de caldo e 50 uL de suspencéo
de bactéria, um controle positivo ou de antibidtico, onde foram utilizados 50 uL de antibiético
especifico para cada bactéria, tetraciclina ou moxifloxacino de acordo com o caso, e 50 pL
de indculo ajustado em caldo Mueller-Hinton, e um controle de meio de cultura com 100 pL
de caldo Mueller-Hinton. As amostras foram incubadas e lidas de hora em hora, no
espectrofotdbmetro, de acordo com o tempo da fase exponencial determinada para cada
bactéria, terminada a fase exponencial de cada uma, foi feita a determinacéo da concentracao
inibitéria minima (CIM) seguindo a metodologia de Ostrosky et al (2008).

4.4.2 Avaliacdo do 6leo essencial de Melaleuca leucadendron

Com um repique de 24 horas de crescimento, e com a metodologia de crescimento
em meio liquido, foram ajustadas as suspenc¢des de bactérias. Ap6s o ajuste foram deixadas
em incubacdo na estufa bacterioldgica a 37° C por 3-4 horas de acordo com o inicio da fase
exponencial de cada uma. Para o ajuste das concentragdes do Gleo, foram utilizados
microtubos tipo eppenforf®, onde foram adicionados 500 pL de 6leo essencial, em 500 pL
de caldo, homogeneizando e passando para o seguinte tubo, a fim de fazer o ajuste das
concentracdes a avaliar, que foram: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625 e 7,8125 pL/mL.
Depois desse procedimento, foram adicionados nas microplacas de 96 pogos, 50 uL de
suspencdo de bactéria, e 50 pL do 6leo ajustado, e os controles como foram descritos na
metodologia anterior. Foi realizada a determinag&o da concentracdo inibitéria minima (CIM)

seguindo a metodologia de Ostrosky et al., (2008).
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4.5. Selegéo e caracteriza¢ao do produto com maior espectro de atividade

De acordo com o resultado do objetivo anterior foi selecionado o produto com maior
espectro de atividade antimicrobiana, que com base nos resultados foi 0 6leo essencial de M.

leucadendron.
4.5.1. Caracterizacao quimica do 06leo essencial de Melaleuca leucadendron

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial foi realizada através da Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (Shimadzu, modelo QP2010 com coluna
capilar de silica fundida DB-5MS com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme) na
Divisdo de Desenvolvimento Tecnoldgico e Farmacéutico da Diretoria de Pesquisa e
Desenvolvimento da Fundagdo Ezequiel Dias (DDTF/DPD — FUNED).

As amostras foram preparadas a partir de 20 pL do 6leo essencial e 980 L de acetato
de etila e injetadas sob as seguintes condi¢des de uso: temperatura inicial da coluna: 60°C,
Split 1:50, pressdo: 79,7 kPa, temperatura do injetor: 250°C; gas de arraste: Hélio;
temperatura inicial do forno: 60°C , aumentando até 240°C na taxa de 3°C/min, com tempo
total de andlise de 60 min por uma velocidade linear de 41,6 cm/s, temperatura na fonte:
250°C, temperatura na interface: 290°C, tempo de cut off : 3.8 min, scan de 4-60 min e
velocidade de scan de 1666 e faixa de m/z 20-500. O banco de dados utilizado foi o “Wiley
Mass Spectral Database”.

Hidrocarbonetos de 9 a 25 carbonos foram utilizados como padréo e, em seguida,
realizou-se o calculo do indice de Kovats (1K) de acordo com a férmula abaixo:

IK =100 x {n + (N - n) [(tr amostra - tr n) /(tr N - tr n)]} Equacéo 1

Onde, IK é o indice de Kovats, n & o numero de dtomos de carbonos no n-alcano
menor, N é o numero de 4&tomos de carbonos no n-alcano maior e tr € o tempo de retencéo.

A identificacdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos respectivos
espectros de massa e por comparacao com espectros de massa de banco de dados, com dados
da literatura e pelo indice de Kovats (Adams, 1989).
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4.5.2 Avaliacéo in silico da atividade antimicrobiana

Os compostos majoritarios identificados por meio da CG-EM do 6leo essencial obtido
a partir de folhas de, M. leucadendron foram analisados in silico utilizando PASS online
(Prediction Activity Spectra of Substances). Os resultados das anélises por PASS online s&o
fornecidos como probabilidade de o composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi)
(www.pharmaexpert.ru/passonline) (Amparo, 2016).

Visando avaliar o potencial para a atividade antimicrobiana dos constituintes
majoritarios do 6leo essencial, foram analisados os resultados de Pa e Pi para os seguintes
efeitos bioldgicos: anti-infeccioso, antimicobacteriano, inibicdo da biossintese da parede
bacteriana, inibicdo da sintese de DNA, inibicdo da sintese proteica e potencializador da
permeabilidade da membrana. Também foram analisados os resultados relacionados aos
seguintes mecanismos de ac¢do: inibicdo da DNA girase, inibicdo da DNA topoisomerase 1V,
inibicdo da subunidade ribossomal 30S, inibi¢cdo da subunidade ribossomal 50S, inibicdo de
RNA polimerase dependente de DNA, inibicdo de NAD+-arginina ADP-ribosiltransferase,
inibicdo de piruvato cinase, inibicdo de peptidioglicano glicosiltransferase, inibi¢do da 2-
Deidropantoato 2-redutase, inibicdo de CDP-glicerol glicerofosfotransferase, inibicdo de
micotiol-S-conjugado amidase. Os resultados das analises foram expressos pela diferenca
(Pa-Pi) e foram classificados como: Pa-Pi < 0,2: baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: moderado

potencial; Pa-Pi > 0,5: alto potencial.

4.5.3Teste de permeabilidade de membrana

A fim de confirmar os resultados obtidos nas analises in silico dos possiveis
mecanismos de acdo antimicrobiana do 6leo avaliado, procedeu-se ao repique de cada um
dos microrganismos susceptiveis ao 6leo essencial de folhas de M. leucadendron. Apés o
repique, foram incubados em estufa a 37° C por 24 horas, para depois fazer o ajuste 0,5 na
escala de McFarland estimando uma concentragdo de 1x10® UFC/mL. O inéculo foi diluido
em caldo Mueller-Hinton a fim de obter uma concentragdo de 1x10® UFC/mL. O 6leo
essencial foi ajustado em caldo Mueller-Hinton em uma concentragdo equivalente a 2x
concentracdo inibitoria minima (CIM) para cada microrganismo. Posteriormente, em uma
placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL de inéculo e 100 uL do 6leo, para o controle

negativo 100 pL de in6culo e 100 pL de caldo Mueller-Hinton. O teste foi realizado em
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triplicata para cada uma das amostras e a placa foi incubada na estufa por 24 horas a 37° C.
Apos a incubacéo, foram retiradas as amostras dos pocos e colocadas em tubos de citometria
e adicionados 2 mL de tampdo PBS, para centrifugacdo por 10 minutos a 4000 rpm. Em
seguida foi descartado o sobrenadante e as amostras re-suspendidas em 100 uL de PBS e 1
pL de iodeto de propidio (Img/mL) e homogeneizado cada tubo. Em um dos tubos do
controle negativo ndo foi adicionado o iodeto de propidio a fim de obter o controle de
marcacgdo. As amostras foram entdo incubadas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz por
30 minutos, e apos esse periodo, foram analisadas no citdmetro de fluxo. Os resultados foram
analisados utilizando o software FlowJo v.10 e os graficos obtidos atraves do software
GraphPad Prism 5.0.

4.5.4 Analise em microscopia eletrénica de transmisséo

Para essa andlise foi selecionada uma das bactérias que mostraram diferenca
significativa no teste de permeabilidade de membrana com as células ndo expostas ao 6leo
essencial, a fim de visualizar o efeito na membrana celular da bactéria. Para isso foi feito um
repique do microrganismo e incubado na estufa por 24 horas a 37° C. Ap0s a incubacéo foi
re-suspendido em solucio salina 0,9% a fim de obté-lo na concentragdo de 1x108 UFC/mL
(0,5 escala McFarland). Foi adicionado 1 mL de inéculo para cada microtubo (em triplicata)
e incubado na estufa por 24 horas a 37°C, depois foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm
e descartou-se o0 sobrenadante. O Gleo foi ajustado na concentracgdo inibitoria minima (CIM)
previamente relatada, e foi adicionado 1 mL (controle negativo: somente caldo Mueller-
Hinton, e o tratamento) e incubado na estufa por 24 horas a 37°C. Apos esse periodo, foi
centrifugado novamente por 10 minutos a 4000 rpm, descartou-se o sobrenadante e o pellet
foi lavado trés vezes com 1 mL de solucdo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3. Em seguida foi
adicionado 1 mL de fixador glutaraldeido a 3% em tampdo fosfato 0,A1M pH 7,3 e foi
armazenado por 6-8 horas em geladeira, centrifugado novamente por 10 minutos a 4000 rpm.
Por fim, descartou-se o sobrenadante e foi lavado mais uma vez com 1 mL de solucéo tampao
fosfato 0,1 M pH 7,3 e, depois de descartado o sobrenadante, o pellet foi mantido em 1 mL

de solucdo tampéo fosfato 0,1M pH 7,3 em geladeira até a analise.
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A amostra foi levada para o centro de aquisicdo e processamento de imagens
(CAPI/UFMG) para obtengdo do corte ultrafino. Posteriormente as amostras foram

analisadas através da microscopia eletrénica de transmisséo.
4.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 5.0.
Foi utilizada a tabela de ANOVA para o estudo de homogeneidade de variancias, no caso
dos dados paramétricos, e foi realizada uma prova de comparag¢6es maltiplas de Duncan, no

caso de diferencas nos tratamentos, com um intervalo de confianca do 95% e um (P < 0,05).
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Padronizacao da cinética de crescimento dos microrganismos escolhidos

Esses resultados permitiram determinar a concentracdo e a técnica 6tima na qual cada
bactéria consegue obter o maior rendimento e quanto tempo de incubacdo seria necessario
para atingir a fase estacionaria. As curvas de crescimento microbiano representam a evolucgéo
do namero de células viaveis presentes em um cultivo microbiano liquido ao longo do tempo
de estudo. Das quatro fases da curva de crescimento, a fase de crescimento exponencial ou
logaritmica € a que apresenta maior interesse, por ser a fase na qual o aumento do nimero de
microrganismos é maximo e a patogenicidade é maior (Crisler et al., 2012), por essa razdo
concentrou-se em determinar a fase exponencial ou logaritmica para cada microrganismo

escolhido.

Nos resultados obtidos na curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa,
consegue-se observar que quando essa bactéria € crescida com uma inoculacdo a partir do
meio liquido, consegue-se chegar ao inicio da fase exponencial na hora 4, quando apresentou
diferenca estatistica com a densidade Gtica do tempo zero, quando a concentragdo inicial foi
de 5x10” UFC/mL, enquanto que a partir do crescimento em meio sélido, o inicio da fase
exponencial se encontra na hora 6 com a mesma concentracdo (Figura 5). Também foi
possivel identificar que a fase exponencial do crescimento a partir de meio liquido foi menor
que a proveniente do meio sélido, esse fenémeno pode estar relacionado com o estimulo que
as células tiveram quando foram deixadas por mais duas horas de incubacdo em meio liquido
apos as lavagens e a troca de caldo, j& que a disponibilidade de nutrientes estimula o
crescimento num tempo menor (Wagner et al., 2003). Em curvas de crescimento realizadas
com a mesma cepa, relatados em outros estudos, consegue-se observar que a fase de inicio
do crescimento exponencial foi na hora quatro, resultados comparaveis com os obtidos com

a curva de crescimento a partir do meio liquido. (Yates et al., 2002).
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Figura 5. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa. A. Curva de crescimento a
partir de meio sélido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3
dados.

Para Escherichia coli os tempos de inicio da fase exponencial foram na hora 4 para
as duas metodologias de crescimento, as quais tém diferenca estatistica com a densidade Gtica
inicial, mesmo assim, a cinética foi similar com a da bactéria P. aeruginosa, demostrando
uma fase logaritmica menor, mas com uma maior quantidade de células quando o
crescimento foi a partir do meio sélido. Isso pode ser devido ao fato que as células com menor
disponibilidade de nutrientes podem ter uma diminui¢do no ritmo do metabolismo, sendo
mais lento do que as bactérias que tiveram uma renovacao do meio de cultura (Conner et al.,
1995). Nessa cinética, as concentracoes que alcancaram num tempo similar na fase
estacionaria foram 5x10° e 5x10% UFC/mL, razdo pela qual foi escolhida a concentragio
5x10% UFC/mL como concentracio de inicio, ja que com menor quantidade de nutrientes e
oxigénio consegue manter o ritmo metabodlico, chegando a mesma densidade 6tica final que
a concentracdo de inicio 5x10” UFC/mL (Figura 6). No uso do controle de tetraciclina,
antibiotico especifico para essa bactéria, este tinha uma coloragdo amarelada, 0 que mostra
uma leitura maior através do tempo de medicdo, mesmo assim ndo houve crescimento
bacteriano na presenca do antibidtico (Figura 6). De forma similar foi observado esse perfil
para as espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Enterobacter
aerogenes, Salmonella thyphimurium, Shigella flexneri e Enterococcus faecalis.
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Figura 6. Curva de crescimento Escherichia coli A. Curva de crescimento a partir de meio
solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes concentracGes de
inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10% a 5x107), do controle de antibidtico e o controle do meio
de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3 dados.

As curvas com 0 microrganismo Staphylococcus aureus tiveram uma grande
diferenca em relacdo a densidade Otica, ja que com a curva a partir do meio solido foi obtido
0 dobro da DO em comparacao ao do meio liquido. Mesmo assim, a hora de incio da fase
logaritmica foi a mesma nas duas curvas (Figura 7). Os resultados sdo comparaveis com 0
estudo de Kim et al. (2011) onde cepas de S. aureus ajustadas a 10° UFC/mL, crescidas em
caldo Mueller-Hinton e que foram incubadas num agitador orbital a 37°C por 24 horas,
mostraram o inicio da fase exponencial nas mesmas horas que as duas curvas realizadas neste
estudo, mas os valores de DO obtidos no estudo relatado tém valores similares aos obtidos
com a curva a partir do meio sélido, o que sugere que a troca de substrato feita para as
bactérias crescidas em meio liquido, gerou uma diminuig&o no ritmo de multiplicacéo celular
(Figura 7).
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Figura 7. Curva de crescimento Staphylococcus aureus A. Curva de crescimento a partir de
meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3
dados.

Para Listeria monocytogenes, o tempo de crescimento na curva a partir do meio sélido
foi mais lenta comparada com a do meio liquido. No entanto, a concentracdo que demostrou
um crescimento mais representativo para as duas curvas foi a de 5x10” UFC/mL e o tempo
da fase exponencial foi de 5 horas para as duas curvas (Figura 8). Esses resultados foram
similares aos encontrados por Giménez et al. (2004), onde testaram diferentes bactérias da
familia Enterobacteriaceae, Enterococci e Lactobacilaceae, onde se encontra a L.
monocytogenes, e na elaboracdo de curvas de crescimento identificaram que o grupo de
bactérias onde o crescimento foi mais lento, pertencia a familia da L. monocytogenes,
confirmando que é uma bactéria de lento crescimento, ja que apresenta muita sensibilidade

com pequenas mudancas na temperatura, pH e substrato (Giménez et al., 2004).
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Figura 8. Curva de crescimento Listeria monocytogenes A. Curva de crescimento a partir de
meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10% a 5x107), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3
dados.

J& a bactéria Klebsiella pneumonie teve uma fase adaptativa muito curta, j& que para
as duas curvas o tempo de inicio da fase logartmica foi nas 2 horas de incubacdo,
demostrando, assim, ser uma bactéria de rapido crescimento, com uma fase exponencial de
aproximadamente 9 horas para as duas curvas. Esses resultados sdo comparaveis com os de
Tsai et al. (2011), onde um isolamento de Klebsiella pneumonie demostra uma cinética de
crescimento com grande similaridade com a curva relatada neste estudo (Figura 9).
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Figura 9. Curva de crescimento Klebsiella pneumonie A. Curva de crescimento a partir de
meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x102 a 5x10°), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3
dados.
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O Proteus mirabilis mostrou um inicio da fase logaritmica na hora 3 para as duas
curvas e a concentracdo que teve o maior rendimento de células foi a de 5x10” UFC/ mL.
Além disso, é também uma bactéria de rapido crescimento que obteve uma maior DO com a
curva a partir de meio solido (Figura 10). Este inicio precoce da fase exponencial foi
confirmado por Siging et al. (2008), onde avaliaram a producéo e caracteriza¢do de uma cepa
de P.mirabilis, que com oOtimas fontes de carbono e nitrogénio, consegue iniciar seu

crescimento na mesma hora relatada neste estudo.
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Figura 10. Curva de crescimento Proteus mirabilis A. Curva de crescimento a partir de meio
solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes concentracdes de
inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibi6tico e o controle do meio
de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3 dados.

Para o crescimento da bactéria Staphylococcus saprophyticus, a partir do meio solido,
obteve-se crescimento s6 na concentracgéo inicial de 5x10” UFC/mL. Esse fenémeno pode
ser apresentado quando concentra¢cdes muito baixas ndo conseguem se adatar ao meio de
crescimento ou precisam de mais tempo para comecar o seu metabolismo (Fux et al., 2005).
Caso contrario aconteceu na curva a partir de meio liquido, onde o crescimento nas distintas
concentragOes foi similar (Figura 11). Essa bactéria ndo tem relatos prévios de curvas de

crescimento para definicao da fase exponencial.
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Figura 11. Curva de crescimento Staphylococcus saprophyticus A. Curva de crescimento a
partir de meio sélido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10% a 5x107), do controle de antibiotico e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3
dados.

Enterobacter aerogenes apresentou um inicio da fase logaritmica na hora 2 nas duas
curvas e no crescimento a partir de meio liquido, a concentracao de 5x10°® UFC/mL nio teve
diferenca com a de 5x10” UFC/mL, demostrando que dependendo da bactéria a concentragdo
inicial deve variar, j& que as vezes as concentracdes altas podem gerar uma mortalidade maior
pela falta de oxigénio e nutrientes no meio de cultura (Quiang et al., 2010). Nesse caso foi
selecionada a concentragdo de 5x10° UFC/mL. (Figura 12). Esses resultados sio
comparaveis com os de Lu et al, (2005), onde os tempos de crescimento de uma cepa de E.

aerogenes foram similares em comparacdo aos deste experimento.
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Figura 12. Curva de crescimento Enterobacter aerogenes A. Curva de crescimento a partir
de meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10% a 5x107), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3
dados.

J& a Salmonella thyphimurium teve uma cinética similar nas duas curvas, onde as
horas de inicio da fase logaritmica aprensentam difereca estatistica em relacdo a hora inical,
a partir da hora 3, mas a curva proveniente do meio sélido conseguiu obter maior nimero de
células do que a de meio liquido. Mesmo assim, por meio da inoculacdo em meio liquido
conseguiu-se chegar na fase estacionaria de forma mais rapida, o que € a intencdo desse
experimento (Figura 13). Estudos como o de Wang et al. (2004) confirmam que S.
thyphimurium tem um inicio precoce da fase exponencial e que esta tem uma duracéo de

cinco horas aproximadamente, como também demostrou-se neste estudo.
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Figura 13. Curva de crescimento Salmonella thyphimurium A. Curva de crescimento a partir
de meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibidtico e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3
dados.

Shigella flexneri, teve um inicio da fase logaritmica na hora 3 para a curva a partir de
meio sélido e na hora 2 na curva a partir de meio liquido. Além disso, a fase exponencial foi
mais curta na segunda curva, tendo uma diferenca de duas horas entre cada uma,
demostrando que com o meio liquido consegue-se chegar de forma mais rapida nessa fase de
interesse para o trabalho (Figura 14). Essa bactéria ndo tem relatos prévios de curvas de
crescimento para definicao da fase exponencial.
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Figura 14. Curva de crescimento Shiguella flexneri A. Curva de crescimento a partir de meio
solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes concentracGes de
inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10% a 5x107), do controle de antibiético e o controle do meio
de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3 dados.
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Providencia rettgeri teve uma grande diferenca nas duas curvas, ja que com a curva
a partir de meio sélido existiram direfentes flutuacoes com diferengas estatisticas depois de
concluir a fase exponencial. Este fendmeno chamado diauxie acontece quando uma bactéria
cresce com duas fontes de carbono. Quando a primeira fonte se acaba, a bactéria volta para
uma fase estacidnaria, enquanto sintetiza as enzimas para degradar a outra fonte de carbono
(Solopova et al., 2014). Dessa forma, a curva a partir de meio liquido da fase exponencial foi
de 4 horas, sendo a concentragdo de 5x10” UFC/mL a que conseguiu a maior densidade ética
(Figura 15).
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Figura 15. Curva de crescimento Providencia rettgeri A. Curva de crescimento a partir de
meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibiético e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados séo produto da media de 3
dados.

Com a Enterococcus faecalis, o tempo de crescimento e de chegada na fase
estaciondria das duas formas de crescimento foi semelhante, sendo assim a incubacéo foi de
20 horas para as duas curvas, devido ao tempo de chegada na fase estacionaria ter sido mais
lenta independente da forma de inoculacdo. Estes resultados sdo comparaveis com os de
Sandford et al.(2007), onde relatam que as bactérias Gram positivas possuem um

metabolismo mais lento do que as Gram negativas (Figura 16).
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Figura 16. Curva de crescimento Enterococcus faecalis A. Curva de crescimento a partir de
meio solido; B. Curva de crescimento a partir de meio liquido. Cinco diferentes
concentragdes de inicio da cepa bacteriana (Ino-5x10° a 5x107), do controle de antibidtico e
o controle do meio de cultura (Controle negativo). Os resultados sdo produto da media de 3
dados.

Os resultados pela técnica de contagem em placa demostraram que 0s ajustes iniciais
para cada bactéria pelas duas técnicas foram reprodutiveis, tendo ajustes iniciais entre as
concentracdes de 1x10* até 9x10” UFC/mL de acordo com as diferentes concentragdes de
inicio. Com o passar do tempo de incubacédo a tendéncia foi um aumento da concentracao
inicial, sendo as contagens pela técnica de crescimento em meio sélido maiores do que as de
crescimento em meio liquido, ndo conseguiu-se fazer a analise estatistica entre as duas curvas
(meio solido e meio liquido) ja que as horas de medicdo foram diferentes. No caso da P.
aeruginosa, as concentracdes que depois da primeira medicdo nédo tiveram diferenca com a
concentragéo inicial nos outros dois tempos de medigdo foram 5x10°, 5x10° UFC/mL para
meio liquido, o que sugere que essas concentracdes nao conseguiram chegar na fase
exponencial (Anexo 1-A). Com a E.coli, a concentra¢do 5x10° UFC/mL a partir do meio
liguido nédo teve diferencgas estatisticas no crescimento desde a hora inicial, enquanto as
outras concentraces demostraram mudancas desde a hora inicial e quase todas conseguiram
chegar na fase exponencial (Anexo 1-B). S. aureus com a concentracdo 5x10° e 5x10*
UFC/mL a partir do meio liquido ndo teve diferencas com a hora inicial, as outras

concentracdes conseguiram chegar na fase exponencial de crescimento (Anexo 1-C).

L. monocytogenes sO teve diferencas estatisticas no crescimento desde a hora
inicial com as concentragdes 5x10° e 5x107 UFC/mL nas duas metodologias e 5x10° UFC/mL

com o meio solido, confirmando as medicGes de densidade ética que sé tiveram mudancas
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desde a hora de inicio nessas concentracfes. (Anexo 1-D). No crescimento de K.pneumonie,
com as duas metodologias, todas as concentragfes cresceram e mostraram aumento da sua
concentracdo desde a hora de inicio estatisticamente diferente da primeira hora de medicéo
(Anexo 1-E). O P. mirabilis na concentra¢do 5x10* UFC/mL com as duas metodologias e
5x10° com a metodologia de crescimento a partir do meio liquido n&o tiveram mudancas no
crescimento desde a hora inicial, as outras concentragbes conseguiram chegar na fase
exponencial. (Anexo 1-F). S. saprophyticus so teve diferencas estatisticas no crescimento
com as concentracdes 5x10° e 5x10” UFC/mL nas duas metodologias, confirmando os valores
de densidade otica (Anexo 1-G). E. aerogenes so teve crescimento com diferencas estatisticas
nas concentragdes 5x10° e 5x107 UFC/mL, com as duas metodologias, 0 que demostra que a
bactéria precisa uma concentracdo alta para iniciar seu crescimento (Anexo 1-H). Com a S.
thiphymurium, as concentracdes 5x10° e 5x10* UFC/mL nas duas metodologias ndo tiveram
crescimento durante o tempo de incubacao, as outras concentracdes conseguiram chegar na
fase exponencial (Anexo 1-1). S.flexneri teve um padrdo de crescimento parecido ao da
bactéria anterior, onde as concentracdes 5x10° e 5x10* UFC/mL nas duas metodologias e
5x10° UFC/mL a partir do meio liquido, ndo tiveram crescimento durante o tempo de
incubacdo e as outras concentracdes conseguiram chegar na fase exponencial (Anexo 1-J).
P. rettgeri com a concentragdo 5x10* UFC/mL nas duas metodologias ndo teve diferenca com
a hora inicial de inoculac&o, as outras concentragdes cresceram, mas as concentragdes 5x10°
e 5x10” UFC/mL foram as que conseguiram chegar na fase exponencial de crescimento
(Anexo 1-K). E. faecalis, que foi a Unica bactéria que teve as mesmas horas de medicdo com
as duas metodologias, n&o teve crescimento nas concentragdes 5x10° e 5x10* UFC/mL,
sendo 5x10’ UFC/mL a concentracio que conseguiu chegar na fase exponencial (Anexo 1-
L). Na analise dos resultados, houve uma tendéncia das concentracdes maiores (5x10° e
5x107 UFC/mL) conseguiram chegar na fase exponencial em todas as bactérias avaliadas,
isso pode ser devido ao fato que o uso de nutrientes e oxigénio por uma maior quantidade de
bacterias, faz com que a diminucdo ou morte celular, chegue de forma mais rapida durante
as cinéticas realizadas (Lambert et al, 2001).

De acordo com distintos autores como Crisler et al. (2012) e Ernebjerg et al. (2012),
recomenda-se 0 uso de concentragcdes de microrganismo menores no desenvolvimento de

curvas de crescimento, devido a essas permitirem um melhor crescimento exponencial das
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bacteérias, ja que tém maior disponibilidade de nutrientes e oxigénio por individuo. Por essa
razdo foram escolhidas as concentragfes menores que conseguiram uma maior ou igual
densidade dtica na fase exponencial. Além disso, como fonte para o crescimento do in6culo
foi selecionado o meio liquido para todas as bactérias avaliadas, j& que por meio desse
método os microrganismos alcancaram a fase exponencial de forma mais rapida. Por fim,
também foi determinado o tempo da fase exponencial para cada bactéria (Tabela 3),
resultados estes que foram utilizados como base na avaliagdo do efeito antimicrobiano dos

extratos de propolis e do 6leo essencial de M. leucadendron.

Tabela 3. Concentragdes bacterianas iniciais a serem utilizadas nas curvas de crescimento
na presenca dos extratos de propolis e do éleo essencial de Melaleuca leucadendron, e tempo
da fase exponencial de cada bactéria pelas duas fontes de in6culo, meio liquido e meio sélido.

Microrganismo Concentragéo UFC/mL Fase exponencial (HI-HF)
M. liquido M. Solido

Pseudomonas aeuriginosa 5x10’ 5-12 3-7
Escherichia coli 5x10° 3-7 3-11
Klebsiella pneumonie 5x10° 2-8 3-11
Proteus mirabilis 5x10’ 3-7 3-11
Enterobacter aerogenes 5x10° 3-7 3-8
Salmonella thiphymurium 5x10’ 3-6 3-8
Shiguela flexnerii 5x10’ 3-6 3-8
Providencia rettgeri 5x10° 4-7 4-10
Staphylococcus aureus 5x10° 3-7 3-10
Listeria monocytogenes 5x10’ 4-8 10-13
Staphylococcus saprophyticus 5x10’ 3-8 11-19
Enterococcus faecalis 5x10° 4-14 9-14

HI. Hora inicial. HF. Hora final. UFC. Unidade formadora de colonia.

5.2 Avaliacéo do potencial antimicrobiano dos extratos e do 6leo escolhidos, durante a

fase exponencial dos microrganismos

Com esse ensaio conseguiu-se identificar uma tendéncia em relacdo a atividade
antimicrobiana, onde os extratos de prépolis demostram uma acdo evidente contra as
bactérias Gram-positivas (Tabela 4). Isso é comparavel com o encontrado por Carrillo et al.
(2011), onde aplicagdes de extratos etanolicos de propolis que foram testados contra
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microrganismos como E. coli, S. typhimurium, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis e S.
agalactiae, tiveram mais efeito contra bactérias Gram-positivas do que contra as bactérias
Gram-negativas. Também, se observou uma tendéncia na qual os extratos etanélicos de
prépolis tiveram maior atividade que os extratos hexanico e acetato etilénico, confirmado
também por diferentes estudos (Sanabria et al., 2002; Orsi et al., 2005; Moura et al., 1999).

Por outro lado, a atividade do oOleo essencial de M. leucadendron foi claramente
demonstrada contra todas as bactérias avaliadas, com excecdo da Listeria monocytogenes
(Tabela 4). Existem relatos onde foram testados extratos de folhas de M. leucadendron
(Guevara et al., 2010) contra distintas variedades de bactérias e fungos patogénicos, como S.
aureus, P. aeuriginosa, Bacillus subtilis, E. coli, Candida albicans, Microsporum canis,
Trychophyton rubrum, obtendo uma CIM de 0,5 mg/mL efetiva para todas as cepas testadas,
mas na literatura ainda ndo esta relatada a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
folhas de M. leucadendron. Um estudo onde avaliam 6leos essenciais destilados a vapor de
anis, anica, manjericdo, cardamomo, cenoura, aipo, coentro, aneto e erva-doce, com atividade
antimicrobiana contra, Lactobacillus plantarum (ATCC 14917), L. monocytogenes (Isolado
de carne), P. aeruginosa (ATCC 9027), S. Typhimurium (ATCC 14028), S. aureus (ATCC
13563), Yersinia enterocolitica (ATCC 228), Aspergillus niger (Cepa em estoque),
Geotrichum candidum (ATCC 34614), e Rhodotorula sp. (ATCC 32765), demostrou que 0s
Oleos essenciais sdo potenciais antimicrobianos contra bactérias e fungos patogénicos
(Elgayyard et al., 2001). O oleo essencial de M. leucadendron foi tdo efetivo que pode ser
classificado como bactericida, mesmo assim sugerem estudos posteriores para confirmar esse
suposto. As CIM se encontraram entre os valores de 7,8125 e 62,5 uL/mL, sendo a bactéria

com a CIM mais alta para todos os antimicrobianos testados, a E. faecalis (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade avaliada durante a fase exponencial de crescimento dos microrganismos,
testando as sete diferentes concentracGes dos extratos de propolis e do 6leo essencial de
Melaleuca leucadendron, e a confirmacdo mediante a metodologia de concentragéo inibitoria
minima (CIM), os dados sdo uma média de 3 valores.

Microrganismo Atividade durante fase exponencial CIM (mg/mL)

EEP EHP EAP OML EEP EHP EAP OML
Pseudomonas aeuriginosa - - - + - - - 31,25
Escherichia coli - - - + - - - 15,625
Klebsiella pneumonie - - - + - - - 62,5
Proteus mirabilis - - - + - - - 31,25
Enterobacter aerogenes - - - + - - - 15,625
Salmonella thiphymurium - - - + - - - 7,8125
Shiguela flexnerii - - - + - - - 7,8125
Providencia rettgeri - - - + - - - 7,8125
Staphylococcus saprophyticus + + + + 1,5625 3,125 3,125 31,25
Staphylococcus aureus + + + + 0,78125 1,5625 1,5625 31,25
Listeria monocytogenes + + + - 1,5625 3,125 3,125 -
Enterococcus faecalis + + + + 3,125 6,25 6,25 62,5

EEP. Extrato etantlico de propolis, EAP. Extrato acetato etilénico de propolis, EHP. Extrato hexanico de propolis, OML.
Oleo essencial de Melaleuca leucadendron

5.3 Selecéo e caracterizacdo do produto com maior espectro de atividade

De acordo com os resultados do objetivo anterior, consegue-se identificar claramente
gue 0 composto com maior espectro de atividade antimicrobiana foi o 6leo essencial de folhas
de M. leucadendron, demostrando uma atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Apds obter a quantificacdo dos diferentes compostos na cromatografia gasosa,
foram selecionados os quatro compostos majoritarios deste éleo, a fim de determinar por
meio de uma andlise in silico, 0s possiveis mecanismos de acdo antimicrobiana. Os resultados
da CG-EM mostraram quatro compostos com as porcentagens mais altas: limoneno (32%),
1,8-cineole (17%), viridiflorol (14,89%) e a-pineno (9,06%) (Tabela 5). Esses compostos
majoritarios foram relatados em 6leos essenciais de folhas de arvore de Citrus medica,
Cymbopogon citratus e Minthostachys mollis todos eles com relatos anteriores de atividade

antimicrobiana e antifungica (Ordofiez et al., 2004; Cerdn, 2009; Cano et al., 2008).
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Tabela 5. Caracterizacdo do 6leo essencial de folhas de Melaleuca leucadendrom

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1 5,322 925,31 930 a-thujeno 0,17
2 5,558 934,00 939 a-pineno 9,06
3 5,916 947,19 952 a-fencheno 0,06
4 5,968 949,11 954 Camfeno 0,44
5 6,285 960,79 960 Benzaldeido 0,30
6 6,782 979,10 979 B-pineno 7,74
7 6,884 982,86 985 6-metil-5-hepten-2-ona 0,07
8 7,027 988,13 990 Mirceno 0,15
9 7,957  1016,60 1017 a-terpineno 0,10
10 8,285 102556 1024 p-cimeno 1,08
11 8,565 1033,21 1029 Limoneno 32,00
12 8,643  1035,34 1031 1,8-cineole 17,32
13 8,959  1043,97 1037 (2)-p-ocimeno 0,21
14 9,402  1056,07 1059 y-terpineno 1,24
15 10,405 1083,47 1088 Terpinoleno 0,26
16 10,769 1093,41 1090 Metilbenzoato 0,10
17 10,966 1098,79 1096 Linalol 0,67
18 11,728 1117,33 1116 Fenchol 0,16
19 11,847 1120,20 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,06
20 12,437 113445 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,06
21 12,605 1138,50 1139 trans-pinocarveol 0,12
22 12,931 1146,37 1148 neo-isopulegol 0,34
23 13,175 1152,26 1149 Hidrato de camfeno 0,03
24 13,343 1156,32 1149 Isopulegol 0,09
25 13,843 1168,39 1166 o-terpineol 0,15
26 13905 1169,89 1169 Borneol 0,12
277 14,200 1177,01 - - 0,15
28 14,287 1179,11 1177 Terpinen-4-ol 1,05
29 14596 1186,57 1189  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,34
30 14,973 119567 1188 a-terpineol 3,68
31" 15,132 119951 - - 0,09
32" 16,205 1224,22 - - 0,04
33 16,285 1226,06 1125 Citronelol 0,08
34 16,369 1228,00 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,18
35 24,420 1415,13 1419 E-cariofileno 1,14
36 25,880 1450,53 1454 a-humuleno 0,19
37 26,067 1455,06 1460 allo-aromadendreno 0,41
38 27,259 148397 1490 B-selineno 0,33
39 27,368 1486,61 1496 Viridifloreno 0,48
40 27,560 1491,27 1498 a-selineno 0,22
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41 28,259 1508,55 1513 y-cadineno 0,14
42 28,488 1514,33 1523 d-cadineno 0,07
43 30,491 1564,90 1568 Palustrol 0,37
44 30,951 157652 1583 Oxido cariofileno 1,36
45 31,619 1593,38 1592 Viridiflorol 14,89
46 31,903 1600,58 1602 Ledol 2,48
47 32,046 1604,38 1608 Epoxido humuleno 11 0,14
48 33,286 1637,30 1640 epi-a-cadinol 0,08
Monoterpeno hidrocarbdnico 52,51

Monoterpeno oxigenado 24,92

Sesquiterpeno hidrocarboénico 2,98

Sesquiterpeno oxigenado 19,32

Total 99,73

TR = Tempo de retencéo; IK = indice de Kovats; ** N&o foi possivel a identificacio do composto.

C.

HsC

D.

Figura 17. Compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de Melaleuca leucadendron
A. Viridiflorol. B. Alfa pineno. C.Limoneno. D.1-8 Cineole.
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5.4 Analise in silico da atividade antimicrobiana

De acordo com as andlises in silico foi encontrado que o 6leo essencial de M.
leucadendron tem uma alta probabilidade de ter um mecanismo de acao relacionado com a
potencializagdo da permeabilidade da membrana bacteriana, para dois dos quatro compostos
majoritarios (0,5-0,63), limoneno e 1,8-cineol, respetivamente, e uma atividade moderada
nessa mesma categoria para 0s outros dois (0,43-0,37), o-pineno e viridiflorol,
respectivamente. Também se obtiveram resultados importantes na categoria de inibicdo da
sintese de peptidoglicano glicosiltransferase, composto essencial na sintese da parede celular
das bacterias, com valores de 0,59 e 0,53 na diferenca de Pa-Pi para 1,8-cineole e viridiflorol,
respectivamente, e uma probabilidade de atividade moderada nos outros dois compostos
(0,49 € 0,42) (Tabela 6). Estes resultados indicam que 0 mecanismo de acéo do 6leo essencial
de folhas de M.leucadendron pode estar relacionado com a inibi¢do de sinteses de parede
celular. Os produtos com atividade antimicrobiana que atuam inibindo a sintese da parede
celular, geralmente, estdo relacionados com a inibi¢éo da sintese de peptidoglicano em algum
dos seus niveis, esta € a capa essencial para a sobrevivéncia das bactérias. Assim o dano
produzido pela perda de rigidez na célula, pode gerar apoptose ou morte celular, pelo que sdo
classificados como bactericidas (Molina et al., 2011). Estudos de 6leos essenciais com
compostos similares aos relatados neste estudo sdo classificados como bactericidas, ja que
conseguem gerar morte celular com um tempo de dois a trés horas de exposicao ao produto,

sendo mais efetivos contra bactérias Gram-positivas (Guerra et al., 2004).
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Tabela 6. Previsdes in silico dos mecanismos de acdo antimicrobiana dos compostos
majoritarios do 6leo essencial de Melaleuca leucadendron, utilizando a ferramenta PASS
online.

Mecanismo de acao Composto*
a-pineno Limoneno  1,8- cineole Viridiflorol

Antibacteriano 0,27 0,375 0,201 0,385
Anti-infeccioso 0,2 - 0,453 0,089
Antimicobacteriano - 0,601 0,006 -
Inibicdo da biossintese da 0,27 0,024 0,152 0,236
parede bacteriana
Inibicdo da sintese de DNA 0,07 0,284 0,03 0,287
Inibicdo da sintese proteica 0,06 0,274 0,175 0,325
Potencializador da 0,43 0,517 0,634 0,379
permeabilidade da membrana
Inibicdo da DNA girase - - - -
Inibicdo da DNA 0,07 0,03 0,03 -
topoisomerase 1V
Inibicdo da subunidade - - - 0,049
ribossomal 30S
Inibicdo da subunidade - 0,055 0,06 0,079
ribossomal 50S
Inibicdo de RNA polimerase 0,24 0,166 0,247 0,086
dependente de DNA
Inibicdo de NAD+-arginina 0,03 0,14 0,24 0,072
ADP-ribosiltransferase
Inibicdo de piruvato cinase 0,24 0,032 0,102 0,016
Inibicdo de peptidioglicano 0,49 0,428 0,596 0,533
glicosiltransferase
Inibigcdo da 2-Deidropantoato 0,33 0,159 0,323 0,075
2-redutase
Inibicdo de CDP-glicerol 0,02 - 0,072 0,174
glicerofosfotransferase
Inibicdo de micotiol-S- 0,26 0,193 0,149 0,083

conjugado amidase

*Valores da diferenca Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - N&o indicado ou
insatisfatorio (Pa < Pi)

5.5 Teste de permeabilidade de membrana

De acordo com os resultados da predicdo in silico dos compostos majoritarios do 6leo
essencial de M. leucadendron, procedeu-se a realizacdo do teste de comprovacdo da
permeabilidade de membrana mediante a marcacéo das células bacterianas com iodeto de

propidio, molécula que se intercala em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja
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permeavel. Tal propriedade deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso
molecular ndo sdo passiveis de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu tamanho,
bem como ndo marcam ceélulas apoptdticas sem que estas apresentem alteracGes na
permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nos estagios finais da apoptose. Desse
modo, permite a discriminacao de células intactas com as que apresentam permeabilidade na
membrana (Trombetta et al., 2005). Nas analises dos resultados foi selecionada a populacao
bacteriana total para cada espécie, em seguida, foi calculada a porcentagem de IP positivo
das amostras expostas ao 6leo essencial comparadas com o controle negativo (Figura 18).
Desta forma, foi possivel verificar se 0 marcador consegue se incorporar dentro da célula

quando as células possuem maior permeabilidade na membrana.

47 15K 1
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Figura 18. Avaliacdo de permeabilidade de membrana celular a partir da citometria de fluxo.
A. Selecdo da populacdo bacteriana. B. Sele¢do da populagdo marcada com lodeto de
propidio. C. Histograma do IP positivo e IP negativo.

Nos resultados do experimento consegue-se observar que em oito das onze bactérias
avaliadas a permeabilidade das células bacterianas expostas ao 6leo foi maior do que as ndo
expostas. No entanto, sé trés das bactérias avaliadas mostraram diferenca significativa em
comparacao ao controle, sendo duas bactérias Gram-positivas (S. saprophyticus e S. aureus)
e uma Gram-negativa (E. aerogenes). Além disso, houve trés espécies de bactérias que
obtiveram resultados desfavoraveis na presenca do 6leo essencial, todas elas Gram-negativas
(S. thiphymurium, P. rettgeri e S. flexnerii) (Figura 19). A partir desses resultados, pode-se
afirmar que o 6leo foi mais efetivo contra bactérias Gram-positivas onde a parede celular tem
uma Unica membrana (peptidoglicano), pela qual é mais fécil o transporte de substancias,

incluindo substancias antibioticas. Porém, as bactérias Gram-negativas possuem uma
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membrana externa, outra interna e uma capa intermediaria de peptidoglicano sendo mais
dificil de penetrar e poderia dificultar o efeito de permeabilidade na membrana. Sendo assim,
a substancia antibidtica funcionaria debilitando a parede bacteriana e favorecendo a lise

osmotica da bactéria durante o processo de multiplicacdo (McOster et al., 2014).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais inclui a degradacéo da parede celular,
dano a membrana citoplasmatica, coagulacdo no citoplasma, alteracdo das proteinas da
membrana, aumentando assim a permeabilidade e levando ao vazamento dos contelidos
celulares e reduzindo o potencial da membrana (Tiwari et al., 2009). A hidrofobicidade que
é tipica dos Oleos essenciais seria responsavel pela ruptura das estruturas da parede
bacteriana, isso leva ao aumento da permeabilidade devido a incapacidade de separar 6leos

essenciais da membrana celular bacteriana (Bagamboula et al., 2004).

Isto poderia explicar porque os 6leos essenciais, geralmente sdo mais eficazes contra
microorganismos Gram-positivos, confirmando os resultados obtidos neste estudo, ja que a
membrana externa de algumas bactérias Gram-negativas limita ou impede a penetracao dos
6leos esseciais na célula bacteriana. Os compostos presentes nos 6leos essenciais também
sdo capazes de interferir com proteinas na parede que sd8o muitas vezes envolvidas no

transporte de moléculas essenciais para a célula (Ultee et al., 2002).
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Figura 19. Teste de permeabilidade de membrana celular com bactérias selecionadas sobre
acdo do bleo essencial de Melaleuca leucadendron.

5.6 Analise em microscopia eletrénica de transmisséo

Para essa analise foi selecionada uma bactéria que demostrou resultados favoraveis
e com diferenca estatistica no teste de permeabilidade de membrana. Nesse caso foi
selecionado o S. aureus a fim de visualizar o efeito na membrana celular quando as células
sdo expostas ao 6leo essencial. De acordo com a Figura 20 consegue-se observar claramente
o efeito do 6leo na membrana das células de S. aureus, onde se ressalta que o 6leo consegue
danificar a grossa capa de peptidoglicano carateristico das bactérias Gram-positivas.

Geralmente as substancias antimicrobianas que possuem essa capacidade utilizam proteinas
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que atuam como canais na membrana da bactéria e quando, conseguem entrar na celula,
inibem a formac&o de ligacOes cruzadas, afetando, dessa forma, a sintese da parede bacteriana
e gerando porosidade, 0 que abre a comunicagcdo com o meio externo levando a bactéria a
lise ou morte celular (McOster et al., 2014). A barreira de permeabilidade proporcionada
pelas membranas celulares é indispensavel para muitas fungdes celulares, incluindo a
manutenc¢do do estado energético da célula, processos de transducdo de energia acoplados a
membrana, transporte de soluto e regulagdo metabdlica. A membrana celular também
representa uma barreira efetiva entre o citoplasma e o ambiente externo. A importacéo e
exportacdo de metabolitos e ions essenciais para todas as atividades que ocorrem na célula
microbiana ocorrem através da membrana celular, o que confirma que 6leos essenciais que
posuam a capacidade de danificar a membrana séo os antimicrobianos mais efetivos (Ben et
al., 2006).

Alguns Gleos essenciais, particularmente os 6leos que sdo ricos em compostos
fendlicos, sdo capazes de se inserir na bicamada de fosfolipidos de paredes celulares
bacterianas, onde se ligam a proteinas e impedem que elas desempenhem suas funcdes
normais. Esse fenémeno indica que a membrana € o primeiro alvo de 6leos essenciais com

potencial antimicrobiano (Lambert et al., 2001).
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Figura 20. Analise de microscopia eletrénica de transmissdo. A. Controle negativo, célula
de S.aureus ndo exposta ao 6leo essencial B. Células de S.aureus expostas ao 6leo essencial

de folhas de Melaleuca leucadendron.

A importancia de estudar os 6leos essenciais como potenciais antimicrobianos em
resposta a crescente resisténcia de microorganismos a produtos quimicos e medicamentos
convencionais € cada vez maior e aprensenta um desafio para as industrias farmacéuticas. Os
6leos essenciais provenientes de fontes naturais que posuem atividade antimicrobiana
precisam ser estudados e caraterizados para assim determinar o seu mecanismo de acao,
conhecendo que a atividade antimicrobiana ndo pode ser atribuida a um Unico mecanismo.

Em vez disso, diferentes mecanismos bioquimicos e estruturais estdo envolvidos em
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multiplos locais dentro da célula e na superficie celular. Esses mecanismos incluem
modifica¢fes quimicas da membrana celular, citoplasma, enzimas e proteinas, e podem
mudar completamente a conformacao da célula microbiana. Além disso, a perda sustentada
de ions ou metabdlitos, devido a exposi¢cdo a um oOleo essencial, pode comprometer o
metabolismo microbiano e levar a morte celular (Burt et al.,2007). Neste trabalho se fez uma
aproximagdo importante na pesquisa do mecanismo de ac&o do 6leo essencial de folhas de
M. leucadendron, entendendo e propondo esse 6leo como um aporte na solu¢do da

problematica das resisténcias aos antibidticos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, pode se afirmar que na padronizacao das curvas de crescimento a partir
do meio solido foi obtida uma maior concentracdo de células viaveis, mas que com o
crescimento a partir do meio liquido foi possivel alcancar a fase exponencial de forma mais

rapida com todas as bactérias avaliadas com excecdo da Enterococcus faecalis.

Os ajustes e as curvas de crescimento das bactérias foram feitos de maneira
reproduzivel, em cinco diferentes concentracdes e foi possivel a determinacdo da fase
exponencial para cada uma das doze bactérias avaliadas, proporcionando 0 uso desses

resultados como referéncia em experimentos posteriores.

Os extratos de prépolis sdo potenciais antimicrobianos contra bactérias Gram-

positivas, sendo o extrato etandlico o mais efetivo.

O oleo essencial das folhas de M.leucadendron é um antimicrobiano efetivo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e € um composto promissor no desenvolvimento

de novos antibidticos.

O mecanismo de acdo do Oleo essencial de folhas de M. leucadendron esta
relacionado com a potencializacdo da permeabilidade da membrana celular e provavelmente
também com a inibicdo de sinteses de peptidoglicano, composto essencial na parede celular

das bactérias.

A principal perspectiva do estudo € continuar com ensaios de citotoxicidade, para
determinar que o 6leo essencial de M. leucadendron nao afete as células humanas, quando

for utilizado como antibioético.
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Anexo 1. Contagens em UFC/mL das bactérias avaliadas, nos 3 tempos seleccionados, para
as curvas em meio liquido e em meio so6lido, os resultados sdo produto da média de 3 dados.
* Diferenca estatistica (P < 0.05) em relagdo ao tempo zero de incubacgéo
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