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RESUMO

O desenvolvimento da resisténcia bacteriana a varias classes de antibioticos
torna-se cada vez mais comum, uma vez que em varios ambientes bactérias sao
expostas a esses medicamentos e seus metabdlitos, gerando um grande
comprometimento a saude publica. Nesse contexto, o desenvolvimento de novos
fadrmacos e/ou estratégias antibacterianas tem sido alvo de pesquisas. O objetivo
principal deste trabalho foi avaliar alternativas que contribuam para o
enfrentamento de patogenos resistentes. Para isso, foram utilizadas duas
abordagens: 1. Capitulos de revisao abordando: a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas e lipossomas como carreadores de farmacos e 2. artigo
experimental investigando a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de Myrciaria
tenella (OEMT) e seu composto majoritario, isolados ou em associagédo com a
Ampicilina (AMP). Ja para o trabalho experimental, foram selecionados 14
isolados da bacterioteca de microrganismos do Laboratério de Biologia Molecular
(BioMol) da UFPE, 12 oriundos de um ambiente aquatico impactado e 2 de um
ambiente hospitalar. Estes foram previamente identificados quanto sua
taxonomia e classificados quanto seu perfil de resisténcia. A atividade
antimicrobiana do OEMT foi verificada, assim como do seu composto majoritario
1,8-cineol em isolados XDR e MDR por meio da determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), modulacdo (MOD) com o antibiético AMP, curva de
crescimento, curva de morte microbiana e testes de toxicidade in vivo com larvas
de Tenebrio molitor. Os resultados revelaram que o OEMT, bem como do 1,8-
cineol, quando associado a AMP, inibiram o crescimento de todos os isolados.
Os resultados de curva de morte e curva de crescimento demonstraram redugao
da carga bacteriana apenas para os tratamentos de modulacdo. Ja para os
testes in vivo, foi possivel observar que nao houve toxicidade quando utilizadas
as menores concentragdes dos tratamentos de MOD. O trabalho apresentado
corresponde a uma coletanea de alternativas a serem utilizadas e aprimoradas
para o combate a Resisténcia Antimicrobiana (RAM) e a escolha de cada método
a ser utilizado dependera de fatores associados a pesquisa e as condicdes e
experiéncias dos grupos de pesquisa.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; microrganismos; ambientes
impactados; 6leo essencial; Myrciaria tenella; 1,8-cineol.



ABSTRACT

The development of bacterial resistance to various classes of antibiotics is becoming
increasingly common, since in various environments bacteria are exposed to these
drugs and their metabolites, causing great harm to public health. In this context, the
development of new medicines and/or antibacterial strategies has been the target of
research. The main objective of this work was to evaluate alternatives that contribute
to combating resistant pathogens. For this, two approaches were used: 1. Review
chapters addressing: the antimicrobial activity of nanoparticles and liposomes as drug
carriers and 2. experimental article investigating the antimicrobial action of Myrciaria
tenella essential oil (OEMT) and its major compound, isolated or in association with
Ampicillin (AMP). For the experimental work, 14 isolates were selected from the
microorganism library of the Molecular Biology Laboratory (BioMol) at UFPE, 12 from
an impacted aquatic environment and 2 from a hospital environment. These were
previously identified according to their taxonomy and classified according to their
resistance profile. The antimicrobial activity of OEMT was verified, as well as that of its
major compound 1,8-cineole in XDR and MDR isolates by determining the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), modulation (MOD) with the antibiotic AMP, growth
curve, of microbial death and in vivo toxicity tests with Tenebrio molitor larvae. The
results revealed that OEMT, as well as 1,8-cineole, when associated with AMP,
inhibited the growth of all isolates. The death curve and growth curve results
demonstrated a reduction in bacterial load only for the modulation treatments. As for
in vivo tests, it was possible to observe that there was no toxicity when using the lowest
concentrations of DOM treatments. The work presented corresponds to a collection of
alternatives to be used and improved to combat Antimicrobial Resistance (AMR) and
the choice of each method to be used will depend on factors associated with the
research and the conditions and experiences of the research groups.

Keywords: Bacterial resistance; microorganisms; impacted environments; essential

oil; Myrciaria tenella; 1,8-cineol.
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1 INTRODUCAO

Bactérias sao microrganismos unicelulares e estdo entre as formas de vida
mais primitivas do nosso planeta, encontradas em todos os ambientes, desde o solo,
até a agua, em condi¢cdes inospitas ou propicias ao desenvolvimento e sustentacao
da vida. Essa sobrevivéncia s6 é possivel gracas a capacidade adaptativa
extremamente alta que elas apresentam, por estarem sendo sempre expostas a
possiveis agentes estressores e nocivos a sua sobrevivéncia. Nos ultimos anos, a
saude publica mundial vem observando aumentos significativos no numero de
infeccbes causadas por bactérias de carater resistente. O uso indiscriminado de
antibidticos é citado como uma das principais causas de resisténcia microbiana
(Oliveira; Pereira; Zamberlim, 2020; De Freitas; Dias; De Oliveira, 2022).

Ap6s a pandemia da COVID-19, esses dados tornaram-se ainda mais
evidentes, pois por falta de profilaxia e tratamento diante do virus, medidas
desesperadas foram tomadas, e por falta de informagdo, muitas pessoas se
automedicaram, utilizando medicamentos antibacterianos como tratamento (Ferreira;
Junior, 2022). Por consequéncia, a resisténcia tornou-se ainda maior, uma vez que
entendemos que ela ocorre de varias formas, como por meio de mutagdes, ou selecao,
tornando-se uma resposta celular a utilizacdo de antibi6ticos, causando mudancas
genéticas e promovendo sobrevivéncia mesmo em ambientes indspitos (De Araujo
Neto et al, 2023).

Em relatério divulgado pela OMS em 2023, a RAM foi indicada como uma das
10 maiores ameacas a saude publica mundial. Enfatiza-se também, que em 2019
cerca de meio milhdo de vidas poderiam ter sido poupadas se houvesse
medicamentos eficientes contra esses microrganismos (Working, 2023). Por
consequéncia disso, procedimentos hospitalares rotineiros, como cirurgias e
transplantes, vém sendo ameacados. A falta de antibidéticos capazes de tratar
infeccbes sem causar danos a saude dos pacientes, torna esses procedimentos cada
vez mais perigosos, causando um aumento de risco de infecgbes, elevando o numero
de morbidade e mortalidade e, consequentemente, promovendo prejuizos a saude
publica (Araujo Neto et al, 2023).

Porém, os ambientes hospitalares ndo sdo os Unicos que possuem e

disseminam bactérias resistentes. Os aquaticos impactados vém sendo recentemente
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citados como locais que ndo apenas albergam patégenos, mas também possibilitam
o surgimento, aumento e transferéncia da RAM (Souza et al, 2023). Diante disso, a
busca por novos métodos de tratamento ou moléculas que possuam caracteristicas
antimicrobianas, tornou-se prioridade em todos os segmentos da Ciéncia e Tecnologia
(Jain et al, 2021).

Desde a utilizacdo de nanomateriais com caracteristicas antimicrobianas, como
nanoparticulas de prata e ouro (De Sousa et al, 2013; Ronavari et al, 2021; Jain et al,
2021), encapsulamento de farmacos para melhorar a sua biodisponibilidade
(Balafauti; Pippa; Pispas, 2022) ou a utilizagdo de compostos naturais, retirados de
plantas medicinais, demonstram caracteristicas antimicrobianas promissoras no
combate e tratamento dessas patologias resistentes (Santos et al, 2011). Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar um estudo para verificar as alternativas atuais
descritas na literatura para o enfrentamento e melhoria no tratamento das infeccdes

causadas por bactérias resistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar alternativas que possam contribuir para o enfrentamento da RAM em

isolados clinicos e ambientais MDR e XDR.

2.2 ESPECIFICOS

e Revisar as alternativas metodoldgicas atuais utilizadas para o enfrentamento
da RAM;

e Caracterizar quimicamente 6leo essencial de M. tenella; e selecionar ou
idendificar seu ou seus principais componetes marjoritarios;

e Avaliar a concentragdo minima inibitéria do 6leo essencial de M. tenella e do
seu composto 1,8-Cineol sobre bactérias patogénicas de origem aquatica e
hospitar;

e Realizar testes de sinergismo com o Oleo essencial de M. tenella, e seu
composto majoritario, associados com o antibiético ampicilina, bem como
realizar curvas de crescimento e morte bacteriana, diante dos tratamentos;

e Realizar testes de sobrevivéncia e toxicidade in vivo em modelos de Tenebrio

molitor.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 INFECCOES BACTERIANAS

Algumas bactérias sdo organismos fundamentais para a microbiota humana.
Em sua maioria sdo consideradas inofensivas, ajudando em processos como
digestao, colonizando a microbiota intestinal e agindo em competicdo com patdégenos
oportunistas (Deusenbery et al, 2021). Estes organismos foram descritos pela
primeira vez em 1670, por Anton Van Leeuwenhoek, inventor do microscopio
holandés. Porém, apenas com os experimentos de Louis Pasteur, foi possivel
demonstrar que esses eram responsaveis por processos de fermentacdo e
amplamente distribuidos pelo meio ambiente (Guimaraes et al, 2010).

Em 1882, o bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram, identificou
organismos causadores da pneumonia, por meio de um método de coloragdo que
levaria seu nome, utilizando cristal violeta ou azul de metileno como cor primaria
(Tripathi; Sapra, 2022). Nesta metodologia, o cristal violeta era retido pela densa
parede celular de peptidoglicano de algumas bactérias, que eram classificadas como
Gram positivas, dando a esses microrganismos uma coloracdo violeta azulada. Ja
0os que eram considerados Gram negativos, apresentavam uma camada mais fina
de peptidoglicano em sua parede celular, observadas com uma coloragdo mais
avermelhada, por conta do ultimo corante utilizado, a fucsina. (Tripathi; Sapra, 2022;
Sizar et al, 2023).

Dentre essas bactérias destacam-se dois grandes grupos, o das
Enterobacteriaceae, dentre eles estdo os géneros Escherichia, Proteus,
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Yersinia, Shigella e Salmonella e o grupo de
bacilos nao-fermentadores que engloba microrganismos como Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, Burkholderia
pseudomallei, Stenotrophomonas, Alcaligenes e Moraxella . Os Gram positivos sdo
divididos em cocos (Staphylococcus, Streptococcus) e bacilos (Bacillus, Clostridia,
Listeria e Corynebacterium) (Tripathi; Sapra, 2022; Sizar et al, 2023).

Porém, apesar do papel importante que exercem para a saude humana, nos
ultimos anos bactérias vém se tornando cada vez mais perigosas, principalmente por
suas capacidades adaptativas que garantem sua sobrevivéncia em situacgoes de

estresse, gerando resisténcia a varias classes de antimicrobianos. Historicamente, a
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descoberta dos antibiéticos foi uma das mais importantes do século 20,
possibilitando uma melhor performance clinica no tratamento de infeccbes e,
consequentemente, tornando mais seguros varios procedimentos clinicos modernos
como cirurgias, transplantes de 6rgaos e tratamentos de cancer ( Hutchings et al,
2019; Balasegaram; Piddock, 2020).

Contudo, com a utilizagado inadequada desses medicamentos ao longo dos
anos, os casos de resisténcia aos antimicrobianos rapidamente se tornou uma
realidade no nosso cotidiano. Como consequéncia, observa-se uma crise que se
instala silenciosamente pelo mundo, onde infecgoes que antes eram trataveis,
atualmente vém sendo devastadoras (Hutchings et al, 2019; Balasegaram; Piddock,
2020).

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), cerca de 25% das
mortes que ocorrem no mundo sao decorrentes de infecgdes (Basso et al, 2016). As
doencas infecciosas podem ser transmitidas por virus, fungos, bactérias, prions e
etc. Esses agentes geram dano tecidual e sistémico, podem ser transmissiveis e
desencadeiam uma resposta imunoldgica adaptativa no hospedeiro (Costa et al,
2020). Toda infeccao da-se apds o agente infeccioso passar pelos processos de
adesao, invasao e evasao do sistema imunoldgico do hospedeiro, colonizando a
regiao tecidual, posteriormente, causando dano tecidual e sistematico. Se nenhuma
forma de protecao for encontrada, a infeccdo pode causar a morte do hospedeiro
(Da Costa; Junior, 2017).

Doencas causadas por infeccoes de bactérias resistentes caracterizam
condi¢coes médicas dificeis ou quase impossiveis de serem tratadas ( Arzanliou et al,
2017). Apenas em 2019, cerca de 4,95 milhdes de mortes foram associadas a
infeccbes bacterianas resistentes (Murray et al, 2022). Esses organismos
conseguem desenvolver varias estratégias de evasdo e sobrevivéncia, que as
protegem da morte celular em decorréncia dos antibidticos. Dentre esses
mecanismos podemos citar a bomba de efluxo que tem o objetivo de retirar o
antibiético da célula e enzimas especificas que podem degradar ou causar a
inativacdo do farmaco, além de desenvolverem fungdes primordiais que impedem a

ligacdo dos antibidticos em seus sitios ativos (Mayorga-Ramos et al, 2023).

3.2 RESISTENCIA MICROBIANA A ANTIBIOTICOS
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Antimicrobianos representam uma classe de medicamentos que abrangem os
antibacterianos, antifungicos, antibioticos, antivirais e antiparasitarios. Ao longo dos
anos, o significativo aumento da resisténcia medicamentosa adquirida por varios
microrganismos traz muita preocupacao para as entidades de saude publica no
Brasil e no mundo (Morrison; Zembower, 2020). Segundo a OMS, a resisténcia
bacteriana aos antibidticos tem crescido exponencialmente, representando perigo
para a saude publica mundial, elevando o risco de falha no tratamento de infecgbes
recorrentes e aumentando as taxas de morbidade e mortalidade, resultando em
custos elevados a saude (Huermer et al, 2020).

A resisténcia ocorre quando as bactérias comegcam a se adaptar e mudar no
ambiente, desenvolvendo mecanismos de defesa que as permite sobreviver em
situacoes de estresse. Com isso, as bactérias tornam-se mais infecciosas, dificeis
de tratar e aumentam o risco de propagacao de doencgas. Algumas situagdes acabam
contribuindo para o surgimento de novos isolados bacterianos resistentes, como o
consumo inadequado de antibitticos, a falta de informacao da populacao diante das
infeccdes bacterianas, a utilizacdo excessiva de antibidticos na agropecuaria, além
da contaminagao ambiental causada com o despejo inadequado de medicamentos
e residuos hospitalares no solo e na agua (Silva et al, 2020).

O Centro de Controle de Doencgas dos Estados Unidos (CDC, 2019) publicou
que em 2013, cerca de 2 milhdes de pessoas adquiriram infeccées causadas por
bactérias Multidroga-resistentes (MDR) e Extensivamente droga-resistentes (XDR),
que ocorrem por meio da selecao de bactérias mais fortes e com potencial maior de
sobreviver a acao dos farmaco (Troncoso, 2020).

Muitos desses medicamentos sao produzidos por organismos vivos. Diante
disto, acredita-se que a exposicdo de bactérias a estes compostos ocorra ha
milhares de anos (Morrison; Zembower, 2020; Christaki et al, 2020). Dentre as varias
teorias que tentam explicar como organismos vivos, como actinomicetos, produziam
materiais consumidos atualmente como antibiéticos € que essas substancias
quimicas possuem varias fungdes como defesa, predacdo, ou até mesmo, moléculas
sinalizadoras para interagcdo com hospedeiros eucariotos, a exemplo das plantas e
insetos (Hutichings et al, 2019).

Alguns genes de resisténcia estdo presentes nas bactérias hd milhares de
anos. Em 1940, ano em que a penicilina comegou a ser utilizada, alguns estudos

apontam que isolados de Staphylococcus ja apresentavam resisténcia ao antibiotico.
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Pesquisas também observaram que isoladas de Serratia spp, Enterobacter,
Klebsiella sp. e Yersinia, retiradas de aguas glaciais, com mais de 2.000 anos, ja
carregavam genes de resisténcia a ampicilina em seu DNA. Assim como outros
DNA’s bacterianos retirados de sedimentos de pergelissolo, com mais de 30.000
anos possuiam genes de resisténcia a vancomicina (Morrison; Zembower, 2020;
Christaki et al, 2020).

A introducdo de elementos genéticos moveis, tais como: transposons,
plasmideos e integrons, geram a predominancia de cepas patogénicas multidroga
resistentes (Ibrahim, 2021). Além de bombas de efluxo que podem expulsar mais de
um antibiético (Nikaido, 2009). Com isso, as formas de resisténcia demonstradas
pelas bactérias podem ser intrinseca, adaptativa e adquirida. A intrinseca é
ocasionada pelas caracteristicas particulares da bactéria (Christaki et al, 2020).

Ja a adquirida é caracterizada quando uma bactéria previamente sensivel
adquire mecanismos de resisténcia por meio de mutagdes ou transferéncia
horizontal, podendo ocorrer por meio de trés mecanismos: transformagao, onde o
DNA ativo presente no meio € absorvido pelo citoplasma da bactéria; conjugacao,
citado como o possivel meio de transmissao horizontal mais importante, onde ocorre
a transmissao unidirecional do DNA livre, através de contato fisico por meio de um
“pilo sexual”’; e por fim a transducdo, onde ocorre a transmissdo de informacao
genética do doador para o receptor por meio de um bacteriéfago (Daubin; Szollosi,
2016; Christaki et al, 2020).

Assim, os ambientes aquaticos sao citados como de suma importancia para a
disseminacao de contaminantes farmacéuticos que contribuem com o aumento da
resisténcia aos medicamentos por animais, humanos e microrganismos. Estudos
destacam que houve um aumento mundial significativo no consumo diario de
antibioticos, de 9,8 Dose Diaria Definida (DDD), por 1.000 pessoas por dia, para 14,3
DDD por 1.000 pessoas por dia, entre os anos 2000 e 2018 (Ogunlaja et al, 2022).

Como consequéncia, os medicamentos tornam-se ineficazes e as infecgdes
mais persistentes. Os antibioticos representam uma das ferramentas mais
importantes utilizadas no combate as infecgcbes que comprometem a qualidade de
vida e sobrevivéncia dos seres humanos. De modo geral, eles atuam contendo o
crescimento bacteriano ou até mesmo erradicando-o, por meio de mecanismos
bactericidas e bacteriostaticos. Existem no mundo hoje, em média, 20 classes de

antimicrobianos diferentes, tornando clara a diversidade existente de medicamentos
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disponiveis e seus varios mecanismos de acao (Muhlberg et al, 2020).

3.3 AMBIENTES QUE POSSIBILITAM O SURGIMENTO DE BACTERIAS
RESISTENTES

3.3.1 AMBIENTE HOSPITALAR

Os hospitais sdo considerados ambientes que potencializam o surgimento e
a disseminacdo de resisténcia bacteriana. De acordo com a Portaria n22.616/1998
do Ministério da Saude (MS), sao consideradas infec¢gdes nosocomiais “aquelas
adquiridas apos a admissao do paciente no ambiente hospitalar, ocorrendo durante
sua internacao ou alta” (Dutra et al, 2023). Estas infecgdes levam a 6bito em média
cem mil pacientes a cada ano, e apenas no Brasil, segundo dados da OMS, as
infeccdes hospitalares atingem 14% dos pacientes internados (Silva et al, 2023).

O surgimento de infecgcdes causadas por microrganismos resistentes e
multirresistentes € comum em ambientes hospitalares, principalmente pelo fato de
que existe uma ampla variedade de microrganismos presentes nestes locais como
bactérias, fungos, virus e protozoarios. Ademais, as condi¢des clinica de
vulnerabilidade dos pacientes, que frequentemente sdo submetidos a procedimentos
invasivos, enfraguecem seu sistema imunologico e os tornam mais suscetiveis a
infecgdes oportunistas. Diante dessas condi¢oes,a prescri¢ao de antibidticos de alto
espectro pelos profissionais de saude € muito comum, levando a promoc¢ao de
resisténcia bacteriana. Ademais, os antibioticos estdo entre os farmacos mais
prescritos e consumidos de forma errada e abusiva no mundo, por vezes, sendo
consumidos mais que o necessario, além de dosagens inadequadas por
tempo de uso prolongado, proporcionado o surgimento de novos isolados
resistentes (Lima et al, 2022; Ferreira et al, 2023).

A OMS também destaca que, se mantido o cenario atual, o niumero de mortes
causadas por infecgdes provenientes de bactérias resistentes a antibidticos pode
chegar a 10 milhdes, a cada ano, até 2050. A disseminagao e o grave problema do
uso desordenado de antibidticos faz com que as bactérias, que nao possuiam
potencial patogénico, desenvolvam mecanismos de defesa que reduzam o poder
de agentes antibacterianos, resultando no surgimento da resisténcia (Lima et al,
2022).
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A dispersao desses microrganismos facilita sua multiplicagdo e contribui,
assim, com o aumento de infecgdes. A dispersao desses agentes, pode ocorrer por
meio de duas vias: endogenas ou exogenas. As enddgenas ocorrem por meio da
propria microbiota corporal do paciente e a via exdgena se da pelo transporte
bacteriano promovido por vetores externos, como: maos mal higienizadas,
secregoes, fluidos, materiais contaminados ou através de insetos como formigas e
baratas (Da Silva et al, 2020).

Ademais, o uso regular de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI's) e
a higiene das maos durante o tratamento de doentes podem reduzir
significativamente a propagacdo de microrganismos resistentes. Além disso, a
pratica de técnicas assépticas, especialmente quando se trata de organismos
multirresistentes, também pode proporcionar diminuicdo da propagacao desses
agentes (Régo; Santana; Passos, 2023). Apesar do ambiente hospitalar ser o
principal local para o surgimento e disseminacao de patdgenos, ele ndo € o unico. A
literatura vem demonstrando que ambientes aquaticos impactados também vem
contribuindo com o surgimento e a dispersdo de bactérias resistentes (Araujo et al,
2018; Souza et al, 2023).

3.3.2 AMBIENTE AQUATICO IMPACTADO

A agua é considerada um recurso natural indispensavel para a sobrevivéncia
de todos os seres vivos, desde 0os microscopicos ou macroscopicos. O planeta terra
€ recoberto, em sua grande maioria, por agua, porém 97,5% dessa agua € salgada
impropria para o consumo humano, restando apenas 2,5% de agua doce. Desse
minima percentagem de agua doce, apenas 0,3 % esta concentrada em mananciais,
30% no subsolo e 70% nas geleiras. A edificagdo das sociedades modernas e
economicamente prosperas esta intimamente ligada aos reservatérios de agua, bem
como a seus ciclos, que garantem a possibilidade do cultivo de alimentos, animais,
rotas de comércio, producao de energia, producao industrial, entre outros (Augusto,
2012; De Souza, 2014; Coletti, 2022).

O desenvolvimento humano e a qualidade de vida das civilizagcbes esta
intimamente relacionado com a quantidade e qualidade da agua disponivel para o
consumo (Andrade, 2019). Diante disto, o processo de ocupagado urbana gera

grandes impactos no meio ambiente, que ocorre principalmente por conta da falta de
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recursos necessarios para a melhoria da qualidade de vida. O deslocamento de
pessoas forga a expansao de areas urbanas, sobretudo, em decorréncia da falta de
infraestrutura para acomodar todos de forma adequada. Isso causa uma apropriagao
incansavel dos recursos naturais oferecidos, que com o tempo torna-se escassos
(Do Régo et al, 2021).

Sabe-se também que as agdes humanas, tais como: mineragao, industrias
proximas as areas de canais, falta de saneamento basico e infraestrutura, entre
outros, refletem na contaminacdo de rios e corpos d’agua. Essas praticas
comprometem a qualidade da agua disponivel para o consumo, provocando
impactos negativos no meio ambiente. Essa contaminagao € ainda maior em areas
urbanas e periurbanas, onde € constantemente observado um grande aporte de
efluentes domésticos, quimicos e hospitalares (Mora et al, 2021).

Dados indicam que o aumento dessas atividades continuam impactando o
meio ambiente de forma persistente, caracterizando uma contaminacgao crénica.
Uma vez no ambiente, os poluentes continuam contaminando por longos periodos
de tempo. Materiais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (carvéo, gasolina,
petréleo e etc), pesticidas e metais continuam por anos no ambiente (Pinto et al,
2022).

Outros agentes contaminantes encontrados em aguas subterraneas,
superficiais, marinhas, potavel, engarrafadas, residuais, de precipitacdo, entre
outros, foram: cosméticos, produtos de higiene pessoal, herbicidas, sulfactantes,
produtos quimicos para uso doméstico, substancias psicotropicas, genes de
resisténcia a antibiéticos, desreguladores endocrinos. Dessa forma, destacando o
comprometimento crescente e a disponibilizacdo precaria de agua potavel, para o
consumo seguro da populacao (Bourhane et al, 2022; Pinto et al, 2022).

Como consequéncia, a agua contaminada torna-se um veiculo para o
transporte de agentes infecciosos, dentre eles estdo os coliformes fecais, bactérias,
fungos, etc. O Centro de Prevencéao e Controle de doengas (CDC) destacou que em
2015, cerca de 780 milhdes de pessoas no mundo ndo possuiam acesso a agua
potavel ou saneamento basico. A falta de tratamento dos residuos despejados no
meio ambiente, podem levar ao surgimento de novos surtos de infecgées causando,
anualmente, a morte de cerca de 1,6 milhdes de pessoas em todo o mundo
(Yamaguchi, 2013; Rios et al, 2017; Da Purificacao et al, 2017).

Diante disto, as doencas de veiculagao hidrica sao descritas como qualquer
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comprometimento da saude humana, deficiéncia ou disturbio, causados pelas
condi¢coes de qualidade da agua consumida, onde seu grau de incidéncia torna-se
dependente de fatores climaticos, geograficos e sanitarios. Em 2016, cerca de 33,4
milhdes de brasileiros ndo tinham acesso a agua tratada em suas residéncias,
aumentando o consumo de agua contaminada para a realizacdo de suas
necessidades e tarefas diarias (Vasco-Dos-Santos et al, 2020).

Portanto, varias doencas podem ser transmitidas por meio do consumo de
agua contaminada, dentre elas podemos citar doengas transmitidas por virus como:
hepatite E e A, rotavirus e enterovirus. Também podemos citar doenga acometidas
por espécies bacterianas, que se fazem presente em ambientes aquaticos
impactados como: Salmonella spp., Shigella sp, Vibrios spp., Escherichia coli,
Campilobacter e etc (Vasco-Dos-Santos et al, 2020; Barta, 2021). Diante da
vinculagdo hidrica de doencgas infecciosas, os corpos d’agua, que sofrem com as
acoes antropogénicas ao longo do seu percurso, Sao responsaveis por levar consigo
residuos poluentes, que refletem a utilizacdo das areas de solo circunvizinhas
(Dellamatrice; Monteiro, 2014).

Os compostos farmacéuticos presentes nos medicamentos, podem ser
sintéticos ou naturais. Atualmente, ja sao produzidos e comercializados mais de
20.000 medicamentos, o que contribui para o uso indiscriminado e exagerado dos
mesmos, tendo como consequéncia uma elevada taxa de contaminagdo ambiental,
sendo possivel ja ser encontrada em corpos d’agua, e até agua potavel apos a
realizacido de seu tratamento (Pinto et al, 2022).

Os componentes residuais de antibiéticos podem proporcionar riscos a saude
humana, como alergias, toxicidade, além de resisténcia. Nos ambientes aquaticos
esses medicamentos podem ser responsaveis por inibir ou aniquilar a atividade
metabdlica de varios organismos, como plantas e bactérias, além de ser absorvidos
por plantas, animais e microorganismos presentes nos ecossistemas aquaticos. A
resisténcia é a consequéncia mais notavel da poluicdo emergente que os antibidticos
causam ao meio ambiente, a maior preocupacgao € a resisténcia microbiana. Pois,
essa contaminagao cronica pode levar a resisténcia bacteriana até mesmo em
guantidades muito pequenas de medicamento, € 0os novos genes de resisténcia
podem ser disseminados entre seus ancestrais (Binh et al, 2018; Chen et al, 2020).
Levando isto em consideragdo, o meio ambiente, e principalmente os

ambientes aquaticos, tém um grande papel na disseminacao de genes de
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resisténcia. Por conta disso, o Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente
(PNUMA), classificou a resisténcia antimicrobiana ambiental, como uma das seis
principais questdoes emergentes e preocupacao mundial (Anyanwu et al, 2020).
Apesar de serem decompostos e diluidos nos ambientes aquaticos, os antibibticos
ainda tém efeitos metabdlicos em bactérias, como moléculas de sinalizacdo (Suzuki
et al, 2015).

Ademias, estudos indicam que nenhum ambiente aquatico encontra-se livre
da contaminacao, independente de sua fonte ou época de amostragem. Por conta
de toda a contaminacao presente nos rios urbanos, o rio Capibaribe, um dos rios
mais importantes do estado de pernambuco encontra-se nas memas condi¢coes de
contaminacdo, destacando a existencia de uma tensdo na saude publica sobre os
maleficios que o consumo ou contato com as suas aguas podem trazer aos seres
humanos. Dentre os varios agentes preocupantes de contaminacdo hidrica
presentes nesse ambiente aquatico, existe uma crescente preocupacao, em relacao

a contaminacdo medicamentosa dessas aguas (Pinto et al, 2022).

3.3.21 CARACTERISTICAS GERAIS DO RIO CAPIBARIBE

O Rio Capibaribe, localizado na regiao nordeste do Brasil, possui 250 km de
extensdo, desde a sua nascente, na serra do Jacarara, até sua foz, no oceano
atlantico. Este rio abrange cerca de 43 municipios, apresentando uma bacia
hidrografica de aproximadamente 7.600 km? sendo uma das principais bacias
hidrograficas do estado de Pernambuco. Encontra-se na cidade do Recife pela
convergéncia entre o Rio Capibaribe, Beberibe, Tejipio, Jordao e Pina (Xavier et al,
2019).

E apesar da sua grande importancia, o Rio Capibaribe (Figura 1) segue em
uma sequéncia constante e incessante de contaminacao, desde o langamento de
esgoto doméstico, hospitalar, laboratorial, e industrial. Ocorre também uma
desordem ambiental neste ecossistema, por meio das ocupacdes ribeirinhas que
tomam suas margens, aterros, desmatamento da mata ciliar, até o despejo do

conhecido vinhoto, residuo poluente das industrias agucareiras (Silva, 2019).
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Figura 1. Mapa da bacia hidrografica do Rio Capibaribe no estado de Pernambuco.
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Fonte : Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC, 2019).

A Agéncia Estadual de Meio Ambiente ou CPRH, que realiza o monitoramento
de ambientes aquaticos no estado de Pernambuco, observou no ano de 2019, um
comprometimento da agua do Rio Capibaribe, em todo o seu percurso, desde sua
nascente até sua foz. Dentre os parametros de contaminagcao da agua descritos pela
CONAMA n? 357/05, os que encontravam-se em desacordo foram: Coliformes
Termorresistentes, Oxigénio Dissolvido (OD), Foésforos Totais e Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO). Esses indices evidenciam a carga poluidora de
efluentes domésticos em todo o percurso do rio, no periodo de tempo estimado. A
CPRH indica um monitoramento de toda a extensdo do rio (CPRH, 2021).

O Nucleo de Biosseguranca e Meio Ambiente (NuBIOMA) da UFPE, vem
desenvolvendo trabalhos de monitoramento neste ecossistema por meio de
parametros fisico-quimicos e microbiologicos. Em estudos recentes desenvolvidos

por este grupo foi observado que o rio capibaribe possui uma alta taxa de
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contaminantes, ndo apenas poluentes aquaticos, mas também bidticos, sobretudo
bactérias resistentes. Assim, trabalhos subsequentes sao necessarios para
investigar os mecanismos de agao presentes nesses organismos e alternativas
terapéuticas eficazes para conter, diminuir ou eliminar possiveis infecgcdes causadas

por estes agentes patogénicos.

3.4 ALTERNATIVAS PARA O ENFRENTAMENTO DA RAM

Na busca por novas alternativas de tratamento, o olhar de muitos
pesquisadores e da industria farmacéutica volta-se para outras alternativas além dos
antibiéticos, como por exemplo a utilizagdo da nanotecnologia que vem recebendo
grande destaque nos ultimos anos. Visando expandir os conhecimentos a respeito
desta tematica, a presente dissertagao realizou estudos de revisao bibliografica e
experimentais. O toépico 5, mais precisamente o0s subtopicos 5.1 e 5.2 correspondem
a dois capitulos de revisdao que abordam alternativas atuais para o enfrentamento da
RAM, sao eles: 5.1 Sintese verde de nanoparticulas de prata e seu potencial
antimicrobiano - uma revisao; e 5.2 Lipossomas como carreadores de farmacos.
Ademais, os 6leos essenciais (OE) como alternativa para o enfrentamento da RAM
foi investigado por meio de estudos experimentais o que pode ser comprovado no
subtdpico 5.3

Sendo assim, esta revisdo abordara apenas o topico referente aos OE ja que

as demais alternativas serao contempladas nos capitulos de revisao.

3.4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Na tentativa de encontrar alternativas para o tratamento das infeccoes
bacterianas, o estudo da medicina tradicional € cada vez mais presente como base
para o desenvolvimento de novos farmacos. Por varias geracdes, praticas
tradicionais utilizam de plantas medicinais, bem como seus Oleos, extratos e
compostos no tratamento de doencas. Nesse sentido, o dominio Caatinga é
responsavel por abarcar muitas espécies de plantas com caracteristicas medicinais
em seu territério, tornou-se alvo de inumeros estudos com esta abordagem

(Emilliano; Balliano, 2019).
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A Caatinga (figura 2) € descrita como um dominio fitogeografico unicamente
brasileiro, sendo encontrada em 10% do nosso territorio, cerca de 800.000 km?,
compreendendo os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, o Oeste de Alagoas,
Sergipe, regiao norte e central da Bahia, Paraiba, Pernambuco, e Minas Gerais. Seu
nome € originaria do Tupi-Guarani, significando “Floresta Branca” (Leal, 2003; De
Moura et al, 2019). Apresenta clima semiarido, com esta¢des secas predominantes
de 5 a 9 meses ao ano, com média de precipitagdo anual de 250 a 1.200 mm e

chuvas irregulares (De Lima Araujo et al, 2007).

Figura 2. Mapa da Caatinga.
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Fonte: SNIF Florestal (2021).

Diante das caracteristicas climaticas e geograficas, a Caatinga € descrita
como floresta tropical estacional, apresentando uma vegetacao diversificada. Seu
ecossistema € constituido por plantas, em sua maioria, aromaticas e medicinais,

sendo esta regiao historicamente negligenciada, pois acreditavam que se tratava de
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um local pouco endémico e pobre. Porém, estudos realizados nos ultimos anos vém
demonstrando que a Caatinga corresponde a uma regidao heterogénea com inumeros
potenciais biotecnologicos (De Albuquerque et al, 2012 ;De Sa-Filho et al, 2021;
Souza et al, 2022).

Além disso, algumas plantas desenvolveram capacidades adaptativas que
ajudam na sua sobrevivéncia como, por exemplo, o tamanho reduzido de suas
folhas, algumas apresentam-se sem folhagem, outras possuem folhas deciduas que
caem durante a época de seca, com o intuito de diminuir a evapotranspiracao e entre
outros; todas com o intuito de continuarem a crescer e aumentar suas
populacdes.Diante de um ambiente onde as chuvas s&o fornecidas de forma
desigual, a baixa umidade relativa do ar torna a sobrevivéncia uma batalha diaria
(Meiado et al, 2012). Assim, estas sao descritas, como plantas sazonais, que podem
apresentar aspectos diferentes, nas épocas secas e frias do ano (Da Silva; Cruz,
2018).

3.4.2 PARQUE NACIONAL DO VALE DO CATIMBAU

O Parque Nacional do Vale do Catimbau (figura 3) esta localizado na zona
das Caatingas, subzona do agreste, e corresponde a uma area de conservacao
ambiental, pois apresenta espécies raras e endémicas de plantas nativas da regiao.
Encontra-se a cerca de 285 km da capital Pernambucana, Recife. Possui area de
62.300 ha, na regido do semiarido de Pernambuco. Toda sua area esta incluida na
microrregidao do sertdo de Moxotd, nas cidades de Buique, Ibimirim, Inaja e
Tupanatinga. Sua vegetagcdo € composta por uma floresta umida, vegetacao
rupestre, arbustiva perenifdlia, e solo areno quartzoso profundo, com serras

areniticas (Santos et al, 2013).

Figura 3. Mapa representativo da posi¢ao geografica do vale do catimbau.
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E considerada uma area de preservacdo ambiental por contar com
biodiversidade bioldgica e por contar com espécies de plantas raras e endémicas
(Ferreira; Fabricante; Siqueira-filho, 2015). Dentre os objetivos de criacdo do parque,
o principal foi de preservar seus ecossistemas naturais, garantindo a possibilidade
de realizacdo de pesquisas cientificas, também visando o desenvolvimento de
atividades de educacao ambiental e turismo ecologico. Além disso, este parque é o
segundo maior sitio arqueoldgico do Brasil (De Melo Rocha; De Oliveira, 2022).

O solo dessa regiao é considerado pobre, porém, sua fauna e flora sdo
consideradas exoticas. Possui altitude de cerca de 800 a 1000 m, com o clima
predominantemente semiarido, precipitacdo média anual entre 650 a 1.110 mm, com
os periodos de setembro a janeiro, como os chuvosos. Além de apresentar
vegetacdo composta por arbustos, arvores perenifélias, subarbustiva, apresenta
ainda, espécies presentes em outros biomas como, por exemplo, cerrado, restinga e
etc (Magalhaes et al, 2019).

Dentre as varias espécies presentes na Caatinga, as Myrtaceae sao citadas

como uma das familias representativas em numero de espécies (De Sousa Macedo
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et al, 2019). A familia abrange 130 géneros e 4000 espécies, no Brasil representa
cerca de 23 géneros e 1000 espécies. Sdo caracterizadas como arvores ou arbustos
lenhosos com folhas de coloragao sempre verde, com estipulas pequenas e pontos
translucidos (Santos, 2020).

Na medicina popular local, onde varias comunidades rurais estao inseridas
em areas de vegetacao da Caatinga, muitas plantas sao utilizadas para diversos fins
terapéuticos. A cultura popular de tratar enfermidades a partir de folhas, frutos, entre
outros, remetem aos primordios da civilizagdo humana, onde o conhecimento das
capacidades medicinais da vegetacao era repassado culturalmente de pai para filho.
Existem indicios da utilizacdo de plantas medicinais desde antes de Cristo,
inicialmente na tentativa de usa-las como alimento, posteriormente, como
medicamento e até mesmo, para identificar quais poderiam apresentar potencial
perigo para o consumo humano (Silveira et al, 2013; Dos Reis et al, 2023).

As plantas medicinais apresentam capacidades terapéuticas, que
proporcionam mitigacao, prevencao ou cura de doencas. Podem ser usadas in
natura, frescas, retiradas da natureza no momento do uso, ou secas, conservadas,
para uso posterior, ambas as formas sao amplamente difundidas. Podem ser
utilizadas como ingrediente majoritario para infusdes, com chas, ou maceradas para
aplicacao local (De Sa-Filho et al, 2021).

Além disso, sabe-se que sua utilizagcdo vem desde os primoérdios da
humanidade, sendo utilizadas como bases medicinais para rituais religiosos de cura.
Diante disso, tendo em vista a revalorizacdo do conhecimento empirico tradicional
das plantas medicinais, sdo realizadas pesquisas com etnobotanica, que nada mais
€, do que o estudo que torna capaz compreender as relacbes entre os seres
humanos e as plantas, e a forma como as plantas sao utilizadas para atividades
diversas (Sganzerla et al, 2022).

Desta forma, a ciéncia busca sempre progredir e adquirir novos
conhecimentos, considerando o conhecimento popular, as formas de manuseio,
utilizacdo e aplicagdo de artigos de origem vegetal. Levando em consideragdo as
relagdes, crencas e conhecimentos sobre plantas medicinais em varias culturas.
Diversos estudos sobre as propriedades medicinais de plantas nativas foram
surgindo, e revelando cada vez mais novas propriedades, caracteristicas e
beneficios que elas atribuiam a saude humana (Roos et al, 2019; Da Silva Neto et
al, 2021; Camargo et al, 2022; De Souza et al, 2022).
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Ademais, dados indicam que cerca de 80% da populagcdo mundial utiliza
plantas medicinais para alivio de alguma sintomatologia e desses 80% apenas 30%
foi por indicagdo médica (Mesquita et al, 2017). Levando isto em consideragdo, os
Oleos essenciais (OE) tornaram-se alvos para pesquisas cientificas, a respeito de
suas caracteristicas benéficas a saude humana. Eles sao descritos como
substancias volateis, extraidas de varias partes diferentes de plantas aromaticas,
como: caule, folhas, raizes e frutos. Sao provenientes do metabolismo secundario
das plantas, e geralmente sdo compostos por monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides, substancias que conferem caracteristicas organolépticas para o
vegetal, tais como: cor, brilho, odor e etc (Ribeiro et al, 2018).

Naturalmente eles sdo produzidos com o intuito de proteger as plantas de
ataques de insetos e microrganismos, seus potenciais predadores, mas também tem
0 objetivo de atrair animais polinizadores que possam disseminar suas sementes e
pélen pelo ambiente. Os OE enquadram-se como aromatizantes naturais, assim
como os extratos e sdo encontrados em células vegetais secretoras, epidérmicas,
cavidades, canais e também em tricomas glandulares, que encontram-se presentes
em todos os 6rgaos das plantas (De Almeida et al, 2020).

Historicamente existem relatos de hierdglifos egipcios e manuscritos chineses
antigos, cerca de 1.000 A.C, onde a utilizagcdo de OE ja era descrita para realizagao
de rituais de cura de enfermidades. Além disso, essas substancias sdo popularmente
conhecidas por suas fragrancias, capacidades antioxidantes e antimicrobianas,
sendo assim, utilizados amplamente na industria farmacéutica, na produgado de
cosméticos, perfumes, entre outros (Busato et al, 2014).

Atualmente, sabe-se que a composicao quimicas dos OE se da por meio de
sua genética. No entanto, estudos descrevem que outros fatores como interagcdes de
planta-planta, planta-microrganismos, planta-meio ambiente, além de alteragoes
como clima, solo, uso de agrotoxicos, irrigagcao, técnicas de extracao, ou variagoes
geograficas do solo, podem influenciar na composi¢cdo quimica desses 6leos (Ribeiro
et al, 2018).

34.3 CARACTERISTICAS GERAIS DA Myrciaria tenella

A planta Myrciaria tenella (DC) O. Berg, “Cambui” ou “Murta-do-campo”, como

€ comumente conhecida, € uma planta da familia Myrtaceae do género Myrciaria.
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Os membros pertencentes a esta familia tém distribuicdo global, sendo encontrados
em paises como Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina, América Central e sul da
Flérida. No Brasil, € comum encontrar representantes de M. tenella nos estados do
Para, Bahia, Maranhdo, Pernambuco, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, encontradas em varios biomas, entre
eles estdo a Floresta Amazobnica, Pampa, Cerrado, Mara Atlantica e Caatinga
(Borges et al, 2014).

A M. Tenella (figura 4), € um arbusto com pequenas folhas lanceoladas,
gerando frutos globosos com cor que varia de tons mais claro de laranja a roxa
escura, com cerca de 9mm de didmetro e pode chegar a 6m de altura. Tem sido
citada como de grande importancia social, cultural, ambiental e econémica, pois é
substancial para a populacgao tradicional que trabalha no cultivo, processamento de
seus frutos, gerando produtos alimenticios, bebidas e remédios (Ribeiro, 2019; De

Carvalho Martins et al, 2021; Campos et al, 2023; Flora e Funga do Brasil, 2023).

Figura 4. Planta Myrciaria tenella e seus frutos.

e

Fonte: Adaptado de Santana et al (2016).

As plantas desta familia possuem grande potencial tecnolégico, seus frutos
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sao considerados muito saborosos, possuindo um alto rendimento de polpa, sendo
muito importantes na industria alimenticia, sendo consumidos em formato de
compotas, vinhos, licores, sumo. M. tenella é rica em agentes antioxidantes,
possuindo caracteristicas medicinais marcantes e muitas espécies desse género
possuem, além de atividade antioxidante em sua composi¢cdo quimica, agentes anti-
inflamatorios,  antimicrobianos, hipoglicemia, hipolipidémicas, antifungica,
antiproliferativa, gastroprotetora (Borges et al, 2014), atividade antidiarreica e
vermifuga (Apel et al, 2010).

Essa espécie apresenta atividade antitumoral, antiinflamatéria e
antimicrobiana, por conta dos flavonoides, esteroides, triterpenos, compostos
fendlicos, saponinas presente no seu extrato (Ribeiro et al, 2019). Ela tem sido
estudada majoritariamente para a caracterizacdo do OE extraido de suas folhas,
onde estudos recentes avaliaram as propriedades do seu extrato etandlico e
demonstraram que ele possui flavondides com atividade antioxidante e
antiproliferativa (Maczka et al, 2021; De Carvalho Martins et al, 2021).

Ademais, o OE de M. tenella, pode apresentar componentes quimicos como
B-pineno, a-pineno, E-cariofileno, entre outros (Gongalves et al, 2021). Dentre eles o
1,8-cineol também apresenta-se como composto presente no OE das espécies de

Myrtaceae (Pereira; Zoghb; Bastos, 2010).

3.4.4 CARACTERISTICAS GERAIS DO 1,8-CINEOL

As plantas sao a fonte mais promissora para a descoberta de novos
medicamentos, pois produzem varios metabodlitos secundarios que possuem,
composto em seus extratos, que demonstram fung¢des primordiais, atuando como
moléculas importantes no desenvolvimento farmacéutico. A maior classe de
metabdlitos secundarios € dos terpenos, onde possui cinco unidades de isopropenos
de carbono, ligados entre si de diversas formas, formados por hidrocarbonetos
simples. Ja os terpendides apresentam um grupo metil oxidado ou movido para
diferentes direcbes, e o numero de unidades de carbono determinam se os
terpendides sdo: hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, e
triterpenos.

O 1,8-cineol (figura 5), ou eucaliptol como é conhecido, € um monoterpeno
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biciclico, presente em OE de diversas espécies de plantas como eucalipto e alecrim,
sendo uma molécula lipofilica. Este terpendide € bem conhecido principalmente por
sua atividade biolégica bem estabelecida, onde ele funciona como antioxidante,
antiviral, broncodilatador, antiinflamatério e antimicrobiano. Além de ser popular no
tratamento de doengas como sinusite, asma, e doenca pulmonar obstrutiva crénica

(Seol; Kam, 2016; Juergens; Worth; Juergens, 2020 Moo et al, 2021; Cai et al, 2021).

Figura 5. Estrutura quimica do composto 1,8-cineol ou eucaliptol.

O

Fonte: adaptado (Moo et al, 2021).



36

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao estao apresentados na forma de artigo.

4.2 CAPITULO DE LIVRO 1

Parte dos resultados dessa dissertacao foi publicado no capitulo de livro
“LIPOSSOMAS COMO CARREADORES DE FARMACOS?”, publicado no periddico
Biomateriais: Propriedades e aplicacdes, volume 1, capitulo 35 ou p. 361-366, 2023,
link para acesso:
https://even3.blob.core.windows.net/filesstreaming/260813/PropriedadeseAplicaes-
BIOMAT22.pdf



37

RIODMATERIAIS

Pronriedades e Anlic

acoes

ROBERTO HIRSCH MONTEIRO * BRUNO MARTINS DE SouzA

CARIOS NEISON ElIAS * ANA KARINE ROCHA DE ANDRADE NATTRODT

PR
o TSR,



35 LIPOSSOMAS COMO CARREADORES DE FARMA-
CcOs

Hévellin Talita Sousa Lins', UFPE?, QORCID (0000000 - 5638 10525,

Tainara Fernandes Dantas, UFPE? OFRCID (00000000 5620518

Rafacl Artur de Queiros Cavaboant] de S8, UFPE?, ORCID (00002081 - 1452,
Carina Lucena Mendes Margues, CETENEY, OFRCID (000-00002-51 1 1- TIHEE;
MMaria Betinda Melo de Oliveira, UFPE®, CORCTD OO0 001 -5 1 550240,

ISEN: 9TR-85-0T22-T0L-0 D0z BOL2ERT A BIOMAT 22 508150

Como citar

LINS, H. T. .; DANTAS, T. F.: de SA . A, de € O MARQUES, €. L. ML; de GLIVEIRA;, M. B. AL
LIFOSS0MAS COMO CARREADORES DE FARMACDS. fr: ELIAS, C. N.: NATTRODT, A. K. de A
MONTEIRD, B H.: de SOUZA, B. M. (Ed). Propricdndes « Aplioges dos Biomaterins. [5.1]: EVEMNS,
Rccife - PE, Brasil. 2025 p. 60365,

Topicos
E6.1 InErandiSBGRag . . . . . . . L L L L L L e e e e e e e e e e e e e 462
=532 Blaterismis & mdfoadas . . . 0 L L L L L L L L L L L L L L L L L L e e e e e e e e e e A63
=53 T A63
X654 EMisrusmamlis . . . . . L L L . L i L i i i e e ek e e e e e e e e e e e e e e e e e e e S63
E6.5 Comclusias . . L . L L L L L L L L L L L i e e e e e e e e e e e e e e e e e e A6h
L T T A6h

RESLIMOD

A nanobdsternologia vem evoluinde o tiltimos anos e, cada vex mais, ohesrm-se sun atilizsedo cm
diversas drens. Na Farmaoologin, sen nso dé-se come nanooarrendores o transpocte de vmeinas, Sirmssoos,
Eencs, enzimas ¢ proteinas, aléfm da fEhbricagio de cosmitions. Viirias blorstraturas podem ser ntilizadas comos
nanocarreadores, dentre elas: as nanoparticulas lipidicas sdlidas, o dendrineeres, as miscelas ¢ os lipossomas.
Demire os biomaterinis wtilizndos para encapsular firmaeos, temsos os Hpossomas, gque sio vesiealns formadas
! Emait hervellbs winsf@iedse hr
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o wmms o mssis hicnmadns feefolipidicas, oriemtadns conomtriciments en volta de wm cEnpatimento wgqueoso,
permitindo que substincias hidrofificns efon lpofilicns sejam carregados. Este tmbalho corresponde o uma
revisio literdiria do tipo qualitativa. Parn isso, foram realizadns buscas em bases de dados cientifioos comoc
PubMed e Sedence Direcd. Ok critérios de inchsio foram artiges poblicndos de 2007 o 20E] ma lingaa inglesa ¢
portugoesa, utilEando os segointes descritores: Nanooerriers. Dipossomes. Dy deflieery. Foram analisndos
Iy artigos que incluiam o temética, (s resultados revelaimm quoe o nanocarrendores a0 nanoesstruturas
desemvolvidas om o intoite de proporcionnr nma entregn mais ofickente de drogas em seus sitios ativos,
permitinde que seja realiznda umn mteragie biomolecular eficaz & mak direcionuda, diminoindo efeitos
colaternis canswlos durante tratamentas. Os lipessomns sio nanocarreidores formados por oma on mads
bicamnda frsfolipidicn coneéntricn, com wm compartimenio nqooss no centon, pernitinde o transporte de
Eirmncos hidrofilices efou lipofilicos, onde os hidrofilices ficnm encapsulades no compartimento wooss =
os lipnflicos encontram-se inseridos ou adsorvidos nan membrana. A nchisio de Girmacos s sanoestrotam
das wsimnlas mebora a solubifizaciio de sens compostos ativos em sefugio ¢ protege contrm sun degradacio
quinzica & iodigeea. Desta formn os lipossomns conseguem melborar o desempenha das drogns encapsnbsias,
reduzem seus efeitos colaternis & toxicidade & pomentam, nssim, & sus liberngio de forma controlsda ie wilre =
in vipo. A evolegse dos pesquisss cientificas no rame da saschicteenologia contribairam para o sargimento £
aprimornmento de nnnocarresdores de Girmacos, demtre estes os lipossomas correspaondem & um albernativa
que vem sendo aprimorada pam aumentar sun estabilidade & medbomr sun interagio com foides corporais,
tormasido=ns mais ofickentes & otilimiveis on Bbemoae comtroluda de droges.

FPalavras=chave: Nanocnrriers, Nanopartices, Dmog delivery.,

35.1 Introducio

A Nanobisternobogia vem contribninde com wirios svangos e firess de ternologin pos dltimeos ameos,
wmtando cmadvida em virias dreas distintas da cifnds ¢ teenologin, ¢ princdpalmeste na medicins [3]. Dentre
rEECR AVAIDS, um dos mais nportantes © moito empregados, £ a wtilizmcae de nanocarresdores, qee exeTeem
a fungiio de carregar & entregar Brmaccs, tomande soa admdndstracio mais eficente, além de servirem como
Ferrmenta de dingndstion [7]-

Ezzex nanomaterinis &0 avalindos quanto & son seguranga, eficiéncin, tedcidade, biodispomi bilidade,
estahilidads, capacidade de emsio do Sstemn imone e direcionumento de lomabizagio specifion. Existem
wirios tipos de nanocarradones, dentre eles podem ser citdos ns mieelas, hidrogéis, nanoparticalns magnéticns,
dendrineros, mpoparticulas lipidicns silidas e os lipessomas [15]. Os lpossomas sio molécules de tmnsporte
muite conhecidas na nanchiotecnologin. Eles apresentam facilidade de mbricacio que possibilita controdar
=eq. tamanho, possuem revestimento fortivo que permite uma madar duragio na corente sanguines, sendo
normalmente formados por derivados aturais de fosfolipideos que reprodozem as propriedades das membranns

Lipossomns podem apresentar tamanhos gque variam entre WHF a 5000 nm., chegando até algons
micrdmetros, fabricados por meeie da putomontagem de fosfolipddens e fommados por wmn grpo de cabega de
fnsfate palar & caodas lpidioes hidrmodihieas, Diante diseo, a siotese dos lipossomns ocorre quando eles sio
expostos o um ambiente aquoso onde as caudas hidrofihions == anto-orientam, resultando em oma frmagiho
esférica, ddisposta de am mesie aguoes interno [J]. Diante da composigio moleoalar das vesicelas dos Hpossamas

TR
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eles tormamese mecnnisamnos de entregn de firmaco de liberngivo controdada peosmndssorn. principalmemnte paor
conssguirem encapsular moléculns hidrofilicas e hidrofbibicas, §6 sendo utilizados me cnrreamento de droogas
antineoplisicas, antimicrobianss, aptiparasitirinas, hormonais, proteices e dcidos sacleoo [11].

35.2 Materiais & métodos

Foi realiacla umss revisiio «da lemmtera, de abordogem gqualitativa, & ool busca foreecer simteses da
prodocis ciemtificn anteriormemts publicadas sobre o temn abondnda, permdtindo & deserigio © geragio de nosmns
conbecimentos, pantades nos resaltndos encontrados. A pesquoisa foi elaboradn através de algumns ctapes,
seoile n primeira, a ormulscio do prolbldema (femdticn o ser estudada), segoida da coleta de dodos, aomilise
imterpretagio & apresentagio dos resultados. Levando em considerag@o o ohjetivo do estude, & coleta e dados
ol renlmsds ntrnvés de boscss ecerutsdes e doss bases de doddos, Publed & Scéemnce recd. Foram utilizndns
parn i hasca os seguimes descritores Nenorarmiers. Nonopertickes. Dy delivery, mmidas pelo bolesmo andd o
monento das buscas.

Fornm: incluidos estudos pullicidos entre os apos de 2007-2021, Ingun inglsa ¢ portugueesa, ouoe
nhordassem o temsdtica, Foram exchidos os estudos que nae se eoquadmssem oo temsdtiea eseolhida, mos
idsnmas critndos e gue nilo estivessem dentro do peréodo de tempoe estipulndo. Alem disso, Sornm excluidos
s rsindos que fossem contrmirios aos critérios de inchsio como também os que fomm duplicados; estodos
que nio estivessem ocmpletos; & estdos que nas apeesent pvnom. vidvel descrigao metodoldgicn. Em ssguidn,
s artigos seleciomsdos foram lkdos por intedm, sendo nclaidos os atigos clentifoos que abordoram o tema
tratads mo preseote estudo. Os proorssos relacionados is boscas nns bases de dados foram exibidos em formato
ade Hocogramn nn segiio resultados.,

353 Resultados

Asx busras nns basres de dados vrsoltamm e B estodos (Figora 3501 ), ¢ apis as ctapas de selegio
ddos estudos, formm incloidas 1 artigos gue abordaram o impordocie dos lipossomas come caurrendores e
Earmacos.

354 Descussao

(s lipossomos sie vesiculns que podem ser undlamelares oo mualtilamelares, dependemsdo da formn
oo san prodocidas. Essas vesiculas possoem nma bicanunda de SosSodipiders com um compart insento pepussn
i centro, sSio capnzes de corregar maléculas Hpofilicas & hidroflims. Thmbém podem ser revestidos de
moloulas paliméricas gque contriboem para o estabilidade, mnior pericdo de mednsvidn Do sangoe ocom ama
libeerap@n mais sastentadn de Ermaco ".'l"l_ Essns nanoestmturas sio melérlns que possoem umss versat il dade
estrutural maoito gromnde (tomanbe, composigia, carga <de superficie, fuidex de membrann e eic), ¢ devidoe a
i, (OIS ptentes cnrrendires pora wirics tipos de terapins, norescemtando mador eficdcin e dimimrindo
toicikdade [4). Alm diste a liberagio de um Brmsce pelos Hpossomas depende de alguns bores biokigicos
oomo, piH, gradiente camtion & ambiente circnlante ao redor. Destaca-se, também, qoe om tenpeo mosor na

ik
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Figura 351 — Fluxograma da selegio dos artigas inchiidos nesta revisio.

circuligin prmove W ANnenio Do S coneent racin maes dimirnigio em quantidsde. Alm disso, as imeragies
lipossomais com as céfulas podem ocorrer por meio de transferéncia de lipideos, adsorgin, endocitose & fisio
[14]-

Drinnte diste, wma vez dentne do lipossoma o firmaeo torms-se protegido comtm eventos Gsieligicos
oom degradagio, mativagio immokigica ¢ quimica, depuragio plesmiitica, tomandoe o meinsvida do Ermaco
mnis longn [5]. 14 o Buides da membrana des lipossonss feilita o crozamento dos bicamadas pelas mokéculas
farmacoligicas, infusnciande a taxa de Hheragio contralada de Brmace pela nancestrutura [10]. Akm de
transportarem modérilas lipofilicns e hidroflicas, também &0 capazes de transportar com sUCesse peieuns
midérulas, proteinns e doidos moclfices. Senido consideradas plataformas de apomedicing que pospem sucesso
desde o copceite o aplicagio [13].

Ji em relacio a wtilizacae de lipoessomos em terapin contTa O CARCET, cXses NAMGMALErinS possucm
bivcompatibibidade e perfis quase hiokgienmente inexistentes parm @ maidia dos pacdentes, nio casam reagho
antiginim oa tdxicn na maioria doe cases, porém o injecan de drogas liposomas pode cousar reagies de
hiprrsensihilidade com atimcae do sistema complementa. Também apresentam o vantagens de poderem ter sans
earactersticns fsico-quimicas modificadas de forma mais sinples, atimizando ese proceso [12]. Outrossim,
0% lipossomins podem ser naiurns o0 Snieticos, pordm o que i cempostos por lipideos natumis sk vistos
LT poalcn Dmmagénieas, posssem baxn toxicklade e sio hologicamente inatives. Esses nanocarreadores
lipossamais também b0 amplamente atilizndes o combate a0 cineer, pois conseguem prodangar o tempae de
retemgin da drogn aprisiomada nas efloles cancerigenas [1].

Ji em tratamentos de tubercubose, por exemplo, os liposomas sao otilsdos também pela alta
capacidade de direcionamento ace tecidos pulmaonares, anmentando o resposta termpéutica. Eles tem sido
utilizades principalments coma carreadores de drogas antimierohinnas para os tecidos pulmenares afetados,
ganhando destacuee por serem absorvidos rapidamente pelos macrifnges quoe ¢ normalmente M. tuberculvsis
ruid:.ﬁ]-..'l.h!m dis=n, as lpossomas também sa0 ohjetos de estudos para entregn de firmacos goe prodozem
um mefhommento da magem de métodos de dingndstion, como por exemplo @ resondncin magnéticn,
permitindo moniteramento ¢ avaliagio em temps real de assinatams olégicas que podem levar o melbora do

6
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tratansenio ¢ personalizagio do mesma [E].

355 Condusbes

A evolugio das prsguisas chentificns no dn oo b dagin comtribirm para o sargimento
aprmmsEramenta de nonocarresdares de Ermacoos, dewtre sstes os Bpossomas coormspondem o umn altermativa
que vemn sendo aprimoride parm anmentar son estabilidade & medbomr sun imeracie com Buidos corpornds,
es o utilimiveis no entrega controlada de drogaes.
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RESUMO

Introducdo: A Biotecnologia é uma &area da ciéncia que vem crescendo
exponencialmente, principalmente na utilizacdo de nanoparticulas organicas ou
inorganicas, as quais podem ser utilizadas na industria cosmética, farmacéutica,
alimenticia e agricola, pois apresentam caracteristicas fisicas, quimicas e 6pticas
que garantem sua versatilidade. Apesar disso, sua sintese esta associada a
utilizacao de agentes redutores toxicos ao meio ambiente e a saude humana, o
que vem possibilitando novas estratégias de sintese no intuito de solucionar esse
problema, utilizando agentes redutores organicos biocompativeis com o meio
ambiente. A resisténcia bacteriana é considerada um problema de saude publica
mundial, responsavel por causar a morte de milhdes de pessoas mundialmente,
todos os anos. As nanoparticulas de prata apresentam caracteristicas
antimicrobianas interessantes e podem ser utilizadas no enfrentamento de
doencas infecciosas provenientes de bactérias resistentes. Objetivo: Este estudo
avaliou a utilizagdo de nanoparticulas de prata como antimicrobianos, obtidas por
meio de sintese verde. Metodologia: O trabalho corresponde a uma revisao
integrativa, utilizando artigos cientificos, retirados das bases de dados PubMed,

Science Direct, a partir dos seguintes descritores:“nanoparticulas”, “resisténcia a
antibiodticos”, “nanoparticulas verdes”, “nanoparticulas de prata”. Para isso, foram
usados os seguintes critérios de inclusao: (a) estudos publicados nos periodos de
2013 a 2023; (b) que abordassem a tematica e (c) publicados na lingua inglesa e
portuguesa. Resultados e Discussdo: As nanoparticulas de prata apresentam
caracteristicas antimicrobianas bem descritas. Uma delas é a capacidade de
produzir Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) promovendo varios danos as
células bacterianas. Durante o processo de sintese verde de nanoparticulas,
moléculas antioxidantes e antibacterianas presentes nos extratos das plantas,
promovem sinergismo com a prata, aumentando a atividade bactericida e
bacteriostatica da nanoparticula. Conclusédo: A sintese biocompativel de
nanoparticulas de prata apresenta grande atividade antimicrobiana contra
bactérias resistentes a antibidticos e possuem potencial como antimicrobianos no
combate a essas infecgdes.
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Palavras-chave: Nanoparticulas. Resisténcia a antibiéticos. Nanoparticulas
verdes. Nanoparticulas de prata.
Area Tematica: Biotecnologia.

ABSTRACT
Introduction: Biotechnology is an area of science that has been growing

exponentially, mainly in the use of organic or inorganic nanoparticles, which can be
used in the cosmetic, pharmaceutical, food and agricultural industries, as they have
physical, chemical and optical characteristics that guarantee their versatility. . Despite
this, its synthesis is associated with the use of reducing agents that are toxic to the
environment and human health, which has enabled new synthesis strategies in order
to solve this problem, using organic reducing agents that are biocompatible with the
environment. Bacterial resistance is considered a global public health problem,
responsible for causing the death of millions of people worldwide, every year. Silver
nanoparticles have interesting antimicrobial characteristics and can be used to combat
infectious diseases caused by resistant bacteria. Objective: This study evaluated the
use of silver nanoparticles as antimicrobials, obtained through green synthesis.
Methodology: The work corresponds to an integrative review, using scientific articles,
taken from the PubMed, Science Direct and NCBI databases, from the following
descriptors:  "nanoparticles", "antibiotic resistance", "green nanoparticles",
"nanoparticles of silver". For this, the following inclusion criteria were used: (a) studies
published from 2013 to 2023; (b) that addressed the theme and (c) published in English
and Portuguese. Results and Discussion: Silver nanoparticles have well-described
antimicrobial characteristics. One of them is the ability to produce Reactive Oxygen
Species (ROS) promoting various damages to bacterial cells. During the green
synthesis process of nanoparticles, antioxidant and antibacterial molecules present in
plant extracts promote synergism with silver, increasing the bactericidal and
bacteriostatic activity of the nanoparticle. Conclusion: The biocompatible synthesis of
silver nanoparticles has great antimicrobial activity against antibiotic-resistant bacteria
and has potential as antimicrobials in the fight against these infections.

Keywords: Nanoparticles, Antibiotic resistance, Green nanoparticles, Silver
nanoparticles.

INTRODUCAO
Por muitos anos a humanidade vem sendo exposta a varios agentes
patoloégicos que promovem o adoecimento e morte da populagdo, o que fortaleceu a

busca por métodos preventivos e de tratamento, alguns com poucos resultados
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positivos. Com a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928, surgiu
uma nova esperanga para a saude publica mundial. A utilizagdo de antibidticos foi
entdo implantada clinicamente e os resultados foram consideravelmente bons,
principalmente na cura de soldados feridos na Segunda Guerra Mundial, em 1940
(Mohr, 2016; Christakic et al, 2020).

Os antibidticos sdo compostos naturais e sintéticos, desenvolvidos para auxiliar
no tratamento de doencgas infecciosas derivadas de microrganismos patogénicos, que
promovem danos a saude humana, animal e vegetal. Porém, algo atipico comecgou a
ser observado em relagdo as infecgoes bacterianas. Com o tempo, formas de
resisténcia se tornaram cada vez mais comuns e atualmente esses mecanismos de
sobrevivéncia tornaram-se um desafio para a saude publica mundial. As bactérias
resistentes, Multidroga-Resistentes (MDR) e isolados resistentes a todas as classes
de antibidticos PAN-resistentes, sdo uma realidade perigosa para a comunidade
médica e cientifica. Com o uso indiscriminado de antibiéticos o numero de bactérias
resistentes vem aumentando com o passar do tempo, tornando os tratamentos
insuficientes para o controle e erradicacao das infec¢des. Por consequéncia, outras
formas de tratamento comecaram a ser estudadas, na esperanca de que novas
tecnologias pudessem ser mais eficientes diante das altas taxas de morbidade e
mortalidade, associadas as doencas infecciosas decorrentes de bactérias resistentes
a antibidticos (Machado et al, 2020; Huq et al, 2022).

Em decorréncia disso, a nanotecnologia, area que vem se expandindo nos
ultimos anos, surge como possivel alternativa no enfrentamento dessas resisténcias.
Por possuir caracteristicas que permitam sua manipulagcédo de acordo com o que €&
necessario, as nanoparticulas sdo utilizadas em varios nichos, como: agricultura,
industria alimenticia, fabricacdo de cosméticos e saude (Ahmad et al, 2019). Por
possuirem caracteristicas antimicrobianas, as nanoparticulas de prata sdo uma boa
opcao no enfrentamento dessas infecgdes. Porém, sua sintese envolve a utilizagao
de agentes redutores toxicos que prejudicam a saude humana e podem contaminar o
meio ambiente. Diante disso, a utilizagdo de agentes redutores biocompativeis com o
meio ambiente, como plantas, surgiram como uma alternativa no processo de
fabricacdo de nanoparticulas verdes (Al-khattaf et al, 2021). Em decorréncia disto, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao da literatura para avaliar a utilizacao
de nanoparticulas de prata, produzidas por meio de uma sintese verde, como agentes

antimicrobianos.
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METODOLOGIA

Este trabalho refere-se a uma revisdo de literatura integrativa, por meio da
analise de artigos cientificos, disponiveis nos seguintes portais de periodicos:
PubMed, SciELO, Science Direct, disponibilizados nas linguas inglesa, espanhola e
portuguesa. Para a busca foram utilizados os seguintes descritores: “nanoparticles”,
“antibiotic resistence”, “green nanoparticles”, “silver nanoparticles”. Nesta revisao
foram selecionados 60 artigos cientificos, dos quais 26 foram considerados aptos para
a leitura.

Os artigos selecionados se adequaram aos seguintes critérios de inclusao: (1)
estudos relacionados a tematica abordada; (2) publicados entre os anos de 2013 a
2023; e (3) publicados na lingua portuguesa e inglesa. Como critérios de exclusao
foram adotadas as seguintes medidas: (a) estudos que fossem contrarios aos critérios
de inclusdo; (b) duplicados; (c) incompletos e (d) que nao apresentassem boa
descrigdo metodologica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERISTICAS GERAIS DAS NANOPARTICULAS

Em 29 de dezembro de 1959, Richard P. Feynman fisico norte americano,
ministrou uma palestra no encontro anual da American Physics Society, intitulada -
“There’s Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics”.
Na ocasiao, este cientista abordou um novo campo da fisica, com uma visao além da
sua época e demonstrou interesse por espécies e estruturas em nanoescala. Ele
acreditava que atomos e moléculas poderiam ser manipulados como tijolos em uma
construcao (Byagathvalli; Challita; Bhamla, 2021). A partir de entdo, a nanotecnologia
vem ganhando mais destaque e, nos ultimos anos, a utilizagao de nanoparticulas vem
sendo amplamente disseminada. Por possuir multiplas propriedades a sua aplicagdao
em cosmeticos, eletrbnicos e na medicina para diagndésticos e tratamento, tem se
tornado cada vez mais comum. Estas, correspondem a uma ampla classe de materiais
em escala atdmica ou molecular, que possuem dimensdes muito pequenas, variando
de 1 a 100 nm, e por conta da sua relagao superficie-volume, conseguem desenvolver
caracteristicas e propriedades fisicas (ressonancia de plasmon, aumento

fluorescente) e quimicas (aumento da atividade catalitica) diferentes, permitindo uma
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maior manipulagcdo de materiais. Por meio da utilizacdo da nanotecnologia, varios
materiais puderam ser reutilizados, ganhando novas formas e propriedades (Purohit
et al, 2017; Najahia et al, 2020; Ratan et al, 2020; Jain et al, 2021).

As nanoparticulas estdo caracterizadas como materiais de uma, duas ou trés
dimensdes e podem ser classificados como orgéanicos (quitosana, polimeros,
peptideos) e inorganicos (metal ou 6xido metalico), dependendo do material de
construcao utilizado. Com a crescente utilizagdo de materiais em escala hanométrica,
varios beneficios puderam ser atribuidos a elas, como por exemplo seu uso como
agentes carreadores de farmacos, biosensores, agentes carreadores de contraste
para exames de imagem, bem como sua utilizagdo em terapias contra o cancer. Estas,
podem ser encontradas em nanotubos de carbono, pontos quanticos, nanobastodes,
nanocapsulas, nanoemulsodes, fulerenos, entre outros (Musetti; Huang, 2018; Albalawi
et al, 2020; Castillo et al, 2020).

Por possuirem uma grande area de superficie em relagdo ao seu volume, as
nanoparticulas adquirem caracteristicas que lhes permite o desenvolvimento de novas
propriedades, porém, esse fendbmeno também pode promover aglomeracdo desses
materiais, uma vez que ao reduzir a energia da superficie, as individuais interagem
entre si, por meio de ligagdes quimicas e forgas fisicas nas interfaces. Diante disso,
para a obtencdo de dispersoes estaveis sdo usados agentes estabilizadores ou
redutores (Roy et al, 2019). Dentre os métodos empregados para a reducado e
estabilizacdo das nanoparticulas estdo a reducdo quimica, deposicao de solucao
quimica, processo sol-gel, reducao fotoquimica, redugao eletroquimica, dessorg¢ao a
laser, deposicao por pulverizagao catdédica, método de Langmuir - Blodget, entre
outros (Jainet et al, 2021).

Ademais, levando em consideracdo as diversas capacidades terapéuticas das
nanoparticulas, nos ultimos anos varios estudos destacaram caracteristicas
antimicrobianas, em especial as inorganicas, como as de prata e de ouro (Albalawi et
al, 2020). Por consequéncia do seu tamanho e forma, as nanoparticulas metalicas de
prata, em especifico, sdo de grande importancia em varias areas de aplicagcdo como
a biotecnologia, Optica, catdlise, etc, as quais sdo comumente conhecidas por

possuirem atividade bactericida e bacteriostatica (Abbasi et al, 2016).
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RESISTENCIA MICROBIANA

A metade do século 20 é descrita como a “era dos antibiéticos"; uma época em
que se acreditava que o uso dos antibidticos iria extinguir as doencgas infecciosas, os
quais correspondem a farmacos essenciais para o sucesso de cirurgias, transplantes
de 6rgéaos, tratamentos oncoldgicos, reumatologicos entre outros (Huemer et al,
2020). Varias classes de antimicrobianos s&o utilizados para o combate das doencas
infecciosas, porém inumeras sao as limitagcbes que estes enfrentam, como: baixa
estabilidade oral, falta de direcionamento, baixa solubilidade em agua, efeitos
adversos sistémicos, além de baixa solubilidade de membrana. E mesmo que com a
descoberta da penicilina em 1928, os antibi6ticos tenham entrado para sua fase de
“ouro”, nos dias atuais essa realidade esta longe de ser concreta (Tang; Zheng, 2018),
pois o fator limitante mais preocupante e que esta intimamente relacionado com a
resisténcia aos antimicrobianos, é a utilizacao inadequada desses farmacos ( Mercan;
Niculescu; Grumezescu, 2022).

As infecgcbes causadas por microrganismos resistentes as varias classes de
antimicrobianos sao consideradas um problema de saude publica mundial. Entre os
motivos basicos que ocasionam a resisténcia bacteriana podemos citar a forca da
pressao seletiva, a taxa de fornecimento de mutacdes, a adaptabilidade das bactérias
resistentes a antibiéticos de acordo com a concentragdo do farmaco, interferéncias
clonais, co-selecdo de resisténcia a medicamentos, dentre outros (Hughes;
Andersson, 2017). Os antibiéticos podem ser removidos da célula por meio de bombas
de efluxo, também podem ser modificados para se tornarem menos efetivos ou podem
ser destruidos, seus alvos nas células bacterianas podem se tornar protegidos por
uma barreira ou até mesmo podem ser substituidos, modificados por mutagcdo ou
enzimaticamente modificados (Paitan, 2018).

A resisténcia bacteriana causa a morte de cerca de 700.000 pessoas por ano, e
apesar da vasta gama terapéutica de antibi6ticos disponiveis (20 classes diferentes),
a busca por estratégias mais eficientes ainda & necessaria (Muhlberg et al, 2020). Em
2050 estima-se que as mortes decorrentes de infecgcdes por cepas resistentes a

antibiéticos chegue aos 10 milhdes ao ano (Huemer et al, 2020).

MECANISMOS DE ACAO ANTIMICROBIANO DAS NANOPARTICULAS DE
PRATA

A prata € um metal historicamente conhecido por suas caracteristicas
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antimicrobianas, utilizado em varios segmentos desde os primordios; esta tem sido
incorporada em cremes, embalagens de alimentos, eletrodomésticos e etc. Por conta
de suas propriedades, alguns estudos com nanoparticulas de prata comegaram a
ganhar forca, demonstrando que sua atividade antibacteriana era eficiente em
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos com altas taxas de letalidade em
bactérias MDRs. Seus multiplos mecanismos de agao atacam as bactérias em varias
estruturas diferentes ao mesmo tempo, conferindo a elas a capacidade de inibir ou
erradicar vérias bactérias ao mesmo tempo (Bruna et al, 2021). Alguns mecanismos

de acao das nanoparticulas de prata sdo descritos na figura 1.

Mecanismos antimicrobianos de Nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de Prata ] n

[ Inibicio da sintese de DNA |

inibicdo da cadeia de sintese de mRNA
transporte de elétrons n
| — Qucbra da
membrana celular
H
u
B \ Inibicio da sintese
de proteinas

de parede celular

Figura 1. Imagem adaptada de Jain (2021). Mecanismo antimicrobiano de nanoparticulas de
prata: Legenda: (1) inibicdo da sintese de DNA, (2) inibicdo da sintese de mRNA, (3) destruicdo da
membrana celular e vazamento dos constituintes celulares, (4) inibicdo da sintese proteica, (5) inibicao

da sintese da parede celular, (6) dano mitocondrial e (7) inibicdo da cadeia de transporte de elétrons.

Estudos descrevem que o mecanismo de agdao das nanoparticulas de prata
ocorre de trés formas diferentes: podem ser adsorvidas na superficie bacteriana, por
meio de interacgoes eletrostaticas, que causam destruicdo da membrana, perda de
proteinas e, consequentemente, inativacdo bacteriana. Também podem produzir
ROS, causando estresse oxidativo na bactéria. Por fim, o tamanho da nanoparticula
pode influenciar a sua atividade bactericida, pois quanto menor, maior sua facilidade

para atravessar a membrana bacteriana e destruir sua estrutura (Silveira et al, 2022).
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SINTESE VERDE

Ademais, diante da grande demanda na produc¢ao das nanoparticulas metalicas,
0s métodos de sintese empregados em sua maioria, utilizam agentes quimicos toxicos
como redutores, que por sua vez causam danos ao meio ambiente, a saude humana
e animal, além de restringir a possibilidade da aplicagdo das nanoparticulas e
comprometer sua biocompatibilidade (Ronavari et al, 2021). Devido a estes fatores,
algumas alternativas diferentes de sintese foram surgindo e sendo aprimoradas. A
sintese verde de nanoparticulas metalicas como as de prata, ganhou destaque e
espagco nos ultimos anos, por conta de suas caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas singulares. Esta sintese tem o intuito de utilizar agentes redutores, mais
biocompativel com o meio ambiente em geral, tornando esse processo menos toxico
e agressivo (Jain et al, 2021).

A sintese verde de nanoparticulas, seus agentes redutores/capeadores, ajudam
na estabilidade das moléculas, na reducao, previnem a aglomeracao e controlam o
tamanho. A sintese pode ser realizada de trés diferentes formas: a) usando fungos,
leveduras, bactérias e actinomicetos; b) usando plantas e extratos de plantas e, por
fim c) utilizando membranas, DNA de virus e diatomaceas. Esses métodos resultam
em producbes em larga escala e menores taxas de contaminagdo, maior
biocompatibilidade ambiental e menor toxicidade (Ahmad et al, 2019; Alabdallah;
Hasan, 2021). Na figura 2 é possivel observar a utilizagdo de bionanofabricas na

sintese verde de nanoparticulas de prata.

Além de promover todos esses beneficios durante o processo de reducéo, a
sintese verde de nanoparticulas de prata pode ter as capacidades antibacterianas
incrementadas por esses agentes capeadores e redutores, pois se 0S mesmos
apresentarem caracteristicas antimicrobianas em sua base, elas podem sofrer
sinergismo com as moléculas metalicas e proporcionar agao antimicrobiana maior,
dando resultados melhores de controle de crescimento bacteriano, inibicado e

erradicagcdo completa de microrganismos (Roy et al, 2019).
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Figura 2. Imagem adaptada de Jain (2021).

Estratégias para a sintese verde de nanoparticulas de prata em nanocapsulas,
por meio da utilizacdo de bionanofabricas, utilizando extratos de plantas,

microrganismos, e enzimas, como agentes capeadores e biorredutores.

CONCLUSAO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € uma realidade na nossa sociedade,
ou seja, € um problema de saude publica global. Por conta disto, existe uma procura
incessante na comunidade cientifica por novos medicamentos, tecnologias ou
metodologias, que possam ser utilizadas no enfrentamento de tais infecgdes. As
nanoparticulas sdo um nicho da ciéncia que vem crescendo e tomando mais espaco
a cada dia no mercado, diante de suas caracteristicas fisico-quimicas, que as tornam
aplicaveis em areas distintas, desde a industria alimenticia e farmacéutica. Dentre os
diversos tipos de nanoparticulas as de prata se destacam por possuirem
caracteristicas antimicrobianas marcantes e bem difundidas. Sua sintese por meio de
extratos de plantas as tornam mais biocompativeis com o meio ambiente, além de
reforcar sua atividade antimicrobiana, tornando-as fortes candidatas no

desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas.
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4.4 Parte dos resultados dessa dissertacao serao publicados como artigo

experimental.

ARTIGO 1

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E SINERGICA in vitro e in vivo
DO OLEO ESSENCIAL DE Myciaria tenella (DC.) O.Berg E DO SEU COMPOSTO
MAJORITARIO EM BACTERIAS RESISTENTES DE ORIGEM CLINICA E
AMBIENTAL

Hévellin Talita Sousa Lins', Amanda Vieira de Barros', Tainara Dantas’, Patryck
Ermerson Monteiro dos Santos', Fabio Henrique Galdino dos Santos?, Daniela Maria
do Amaral Ferraz Navarro?, Marcia Vanuza da Silva', Patricia Maria Guedes Paiva’,
Carina Lucena Mendes Marques?, Bruno Oliveria de Veras',Maria Betania Melo de
Oliveira’.
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Pernambuco

2 Laboratério de Ecologia Quimica Departamento de Quimica Fundamental, Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza Universidade Federal de Pernambuco

SUniversidade Rural Federal de Pernambuco

Resumo

A resisténcia bacteriana, uma das principais ameacas a saude publica global,
impulsiona a busca por novas drogas antimicrobianas. A Myrciaria tenella € uma da
Caatinga, que possui potencial biotecnoldgico, devido a sua composi¢ao quimica.
Diante disso, este estudo objetivou isolar, caracterizar e avaliar a atividade
antimicrobiana e moduladora do 6leo essencial das folhas de M. tenella (OEMT) e seu
composto majoritario, 1,8-cineol (CNL), frente a bactérias resistentes. O OEMT foi
obtido pelo método de hidrodestilagdo e sua composi¢cdo quimica analisada pela
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa. Foram conduzidos os
testes de concentracgao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial frente aos isolados
ambientais de Staphylococcus schleiferi, S. sciuri, S. Epidermidis, S. haemolyticus,
Klebsiella pneumoniae e K. oxytoca, e isolados clinicos de S. aureus e K. Pneumoniae.
Posteriormente, foi avaliada a atividade modulatoria (MOD) do OEMT e do CNL
associados ao antibiotico Ampicilina (AMP), e avaliando a sua efetividade pelos teste
de curvas de crescimento e morte bacteriana, além de ensaios in vivo com larvas de
Tenebrio molitor. A caracterizagao quimica revelou o CNL (34,51%) como composto
majoritario no OEMT. A CIM indicou que tratamentos isolados nao inibiram o
crescimento bacteriano, porém os testes de modulagdo demonstraram reducgao
expressiva nos valores de CIM para as cepas testadas. As curvas de crescimento
revelaram diminuicdo de K. oxytoca e S. schleiferi nas concentragées de MOD do
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OEMT e ampicilina em comparagdo com o controle positivo de crescimento. Em
curvas de morte, apenas K. oxytoca apresentou redugdo da carga bacteriana ja
estabelecida. Em analises in vivo, os tratamentos demonstraram eficiéncia contra
infeccdes bacterianas resistentes nas primeiras 24 horas. Os ensaios de modulagao
com antibidticos sugerem potencial sinérgico e terapéutico dos tratamentos, de modo
que os resultados representam uma alternativa promissora no enfrentamento da
resisténcia antimicrobiana, oferecendo estratégias para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; produtos naturais; metabdlitos secundarios;
sinergismo.

Abstract

Bacterial resistance is a major threat to global public health and is driving the search
for new antimicrobial drugs. Myrciaria tenella is a plant that is found in the Caatinga
region and that has a biotechnological potential due to its chemical composition. The
objective of this study was to isolate, characterize and evaluate the antimicrobial and
modulatory activity of M. tenella leaf essential oil (OEMT) and its main compound, 1,8-
cineole (CNL), against resistant bacteria. The OEMT was obtained through the
hydrodistillation method, and its chemical composition was analyzed using gas
chromatography coupled to a mass spectrometer. The text fragment ends here. MIC
tests were conducted on environmental isolates of Staphylococcus schleiferi, S. sciuri,
S. epidermidis, S. haemolyticus, Klebsiella pneumoniae, and K. oxytoca, as well as
clinical isolates of S. aureus and K. pneumoniae. The study evaluated the modulatory
activity (MOD) of OEMT and CNL in association with the antibiotic Ampicillin (AMP).
The effectiveness of these compounds was assessed using growth curves, bacterial
death tests, and in vivo tests with Tenebrio molitor larvae. Chemical characterization
revealed that CNL (34.51%) was the majority compound in OEMT. The MIC results
indicated that isolated treatments did not inhibit bacterial growth. However, modulation
tests showed a significant reduction in MIC values for the tested strains. The growth
curves demonstrated a decrease in K. oxytoca and S. schleiferi at the MOD
concentrations of OEMT and ampicillin compared to the positive growth control. In the
kill curves, only K. oxytoca exhibited a reduction in the already established bacterial
load. In the in vivo analyses, the treatments proved effective against resistant bacterial
infections within the first 24 hours. Modulation tests with antibiotics suggest that the
treatments have synergistic and therapeutic potential. These results represent a
promising alternative in the fight against antimicrobial resistance, offering strategies for
the development of effective treatments.

Keywords: Bacterial resistance; natural products; secondary metabolites; synergism.

Introducéo

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM), classificada pela Organizacdo Mundial da

Saude (OMS) como uma das principais causas de morte no mundo, tem gerado
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preocupacao crescente na comunidade cientifica e médica (Almeida et al, 2023).
Dados revelam que, todos os anos, mais pessoas morrem por infecgdes bacterianas,
do que por doencgas causadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV/AIDS),
malaria e cancer (Working, 2023).

Bactérias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, representam os isolados
clinicos com os maiores indices de resisténcia. Essas bactérias produzem enzimas
beta-lactamases, que inativam os antibiéticos como penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (Zonta et al, 2020; Idrovo, 2022).

No entanto, a presenca de bactérias resistentes nao se limita ao ambiente
hospitalar. Os ambientes aquaticos impactados vém sendo recentemente citados,
como locais que albergam patégenos humanos e possibilitam o surgimento, aumento
e transferéncia da RAM (Souza et al, 2023). Como consequéncia, a agua contaminada
torna-se um veiculo para o transporte de agentes infecciosos (Anyanwu et al, 2020).

Diante deste cenario, existe a necessidade de descobrir novos medicamentos
para o enfrentamento da RAM (ldrovo, 2022). Os compostos extraidos de plantas,
como Oleos essenciais (OE) e seus metabolitos secundarios, representam importantes
fontes de novas moléculas bioativas para o desenvolvimento de novos antibacterianos
(Hall et al, 2020; De Almeida; De Almeida; Gherardi, 2020).

Os OE e seus componentes volateis, exibem diversas propriedades medicinais,
incluindo propriedades antimicrobianas, antivirais, antiinflamatérias, anticancerigenas
e antioxidantes (Shaaban; EI-Ghorab; Shibamoto, 2012; Raut; Karuppayil, 2014). A
diversidade quimica dos OE de plantas aromaticas do Nordeste do brasileiro,
especialmente no dominio fitogeografico da Caatinga, oferece potencial
biotecnoldgico promissor para o desenvolvimento de novas drogas antibacterianas
(Blank et al,. 2019; Costa et al, 2022).

Neste contexto, a planta Myrciaria tenella é frequentemente utilizada na
medicina tradicional. O seu OE € conhecido por possuir diversas atividades biolégicas,
como antioxidante (De Carvalho et al, 2021) e antiinflamatéria (Goncgalves et al, 2021).
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano e potencial
sinérgico do o6leo essencial das folhas de M. tenella (OEMT), bem como de seu
composto majoritario, o 1,8 Cineol (CNL), contra bactérias resistentes isoladas de

ambientes aquaticos e clinicos.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos Isolados

Os isolados bacterianos clinicos e ambientais (tabela 1) foram obtidos do
Laboratério de Biologia Molecular (BIOMOL) do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco. As bactérias foram previamente identificadas
por meio do VITEK, e confirmadas molecularmente pelo método de MALDI-TOF-
MS/ML. Os perfis de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados por meio do
sistema MicroScan® (Dade Behring - West Sacramento, Califérnia, USA), leitor

automatico autoSCAN 4®, pela autora Silva et al (2023).

Tabela 1. Isolados bacterianos utilizados no presente trabalho com seu respectivo perfil de resisténcia.

Isolados ID Perfil de Resisténcia
Staphylococcus schleiferi P104 MDR
Klebsiella pneumoniae P109 MDR
Klebsiella oxytoca P202 MDR
Aeromonas caviae P213 MDR
Staphylococcus sciuri P303 MDR
Lactococcus lactis P307 XDR
Escherichia coli P308 MDR
Enterobacter cloacae P316 MDR
Klebsiella pneumoniae P404 MDR
Staphylococcus epidermidis P408 XDR
Staphylococcus haemolyticus P414 MDR
Staphylococcus schleiferi P108 MDR
Klebsiella pneumoniae 653.12 XDR
Sthaphylococcus aureus 5377 MDR

Legenda: ID: Numeracgao utilizada para identificar os isolados. Fonte: Silva et al (2023).

Coleta e Extracdo do OEMT e obtencdo do CNL

As folhas de M. tenella foram coletadas no Parque Nacional do Vale do
Catimbau (37°14’40” W), no municipio de Buique, localizado no estado de
Pernambuco, em setembro de 2022. Foram pesados 500 g do material vegetal fresco,
o qual foi submetido ao método extracao do OE pelo método de hidrodestilagao
acoplado ao aparelho do tipo Clevenger a 96 °C por 4 h. Para a determinagdo do
rendimento (m/m), de acordo com a férmula proposta por Santos et al. (2004): TO=
(Vo/Bm)x100, no qual, o calculo para o teor (To) dos OE em base umida € determinado
pela relagao entre o Volume do 6leo (Vo) e a Biomassa vegetal (Bm). O CNL foi obtido

comercialmente pela Sigma.
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Analise da composi¢do quimica do 6leo

As condi¢des de analise basearam-se em Santos et al. (2012), com algumas
modificagdes. O equipamento utilizado nas analises via GC-MS foi do tipo quadrupolo
Agilent, modelo 5977B, equipado com uma coluna capilar de silica fundida HP-5ms
nao polar (Agilent J&amp;W) (30 m x 0,25 mm i. d.; espessura do filme 0,25 mm). O
Hélio foi utilizado como gas de arraste, com uma taxa de fluxo total de 0,225 L/min.
As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 250 °C e 280 °C,
respectivamente. A programacao de temperatura do forno consistiu de iniciar em 40
2C, manter por 1 min e, em seguida, aumentar para 300 2C a uma taxa de 6 2C/min.
Esta temperatura final foi mantida por seis minutos. As aliquotas de 1uL de cada
amostra foram introduzidas individualmente na coluna com o injetor utilizando um split
de 1:200. O potencial de ionizagao foi de 70 eV, enquanto o intervalo de varredura foi
de 40 a 550 m/z com uma taxa de 0,5 varredura por segundo. Comparou-se os indices
calculados para cada composto com os respectivos valores na literatura (Adams,
2007). A quantidade relativa dos compostos identificados foi obtida através do GC-
FID. O equipamento utilizado nas analises foi o TRACE GC Ultra (Thermo Scientific),
equipado com uma coluna DB-5 n&o-polar (60 m x 0,25 mm i. d.; espessura do filme

0,25 mm) utilizando as mesmas condi¢oes de analises via GC-MS.

Concentracdo Inibitoria Minima

Para determinacdao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o
método de microdiluicdo seriada em caldo, segundo o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2023), com modificagdes. Neste ensaio foi utilizado OEMT
e CNL na concentracao de 4096 - 8 ug/mL. Cerca de 100 uL dos tratamentos foram
adicionados a placa de Elisa, e realizada a diluicdo seriada na proporgédo de 1:1. Em
seguida, foram utilizados 10 uL dos in6culos bacterianos ajustados a 0,5 MacFarland
(1,5 x 108 unidades formadoras de colbénias). As placas foram mantidas em estufa por
24 h a 37 °C. O CIM foi determinado como a menor concentragao que apresentou
inibicdo do crescimento bacteriano.
Atividade Modulatéria (MOD)

O efeito MOD do OEMT e do CNL associados ao antibiético Ampicilina (AMP)
foram testados frente ao isolados, de acordo com a técnica de Checkerboard, descrito
por Orhan et al. (2016). A Concentragdo Inibitoria Fracional (FIC) foi avaliada pela

férmula: FICa = (MICa combinado)/(MICa sozinho), onde foi definido como sinérgico
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FICI < 0,5, aditivo se 0,5 < FICI < 1, indiferente se 1 < FICI < 2, e antagonista se FICI
> 2.
Curvade Crescimento

Os isolados serao ajustados a 0,5 MacFarland. As cepas foram submetidas as
concentracoes referentes a CIM do antibidtico e as concentragdes referentes ao MOD,
1/2 MOD e 1/4 MOD do OEMT e do CNL associados a AMP. As amostras foram
incubadas durante 24 h a 37 °C, com leitura em espectrofotdbmetro de microplacas
Epoch, a cada hora até o final do experimento. Para avaliar o efeito dos tratamentos

no crescimento bacteriano, os valores das leituras foram plotados em uma curva.

Curvade Morte

Seguindo a metodologia de Joray et al. (2011) com adaptacoes, os isolados
realizaram ajuste de inéculo a 0,5 MacFarland. Em seguida, foram colocadas em placa
de 96 pocos contendo 100 uL de meio de cultura Mueller Hinton Broth. Posteriormente,
o crescimento bacteriano foi acompanhado por um periodo de oito horas em estufa a
37 °C. Apos esse tempo, as concentragdes previamente estabelecidas de MOD, 1/2
MOD e 1/4 MOD foram adicionadas e acompanhadas por mais 12h em leitor de placa

com aquecimento de 37 °C.

Teste in vivo em modelo de Tenebrio molitor

Para os testes in vivo foram utilizadas larvas de T. molitor, seguindo a
metodologia adaptada de Andrade-Oliveira et al (2023). As larvas foram obtidas
comercialmente e mantidas em laboratério em recipientes plasticos opacos, ao abrigo

da luz, em BOD a 30 2C com mistura comercial de sementes e graos.

Ensaio de toxicidade

Cerca de cinco larvas de T. molitor, com peso médio de 800 mg, foram
utilizadas por grupo, de acordo com os tratamentos obtiveram atividade sinérgica de
acordo com a metodologia anteriormente descrita. Foram utilizados o grupo controle
com salina a 0,9%. Foram aplicados 40uL dos tratamentos, e as larvas foram mantidas

em estufa a 37 2C e observadas durante cinco dias.

Ensaio de determinacéo do ajuste bacteriano
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Cerca de dez larvas (800 mg) para o ajuste da carga bacteriana da infeccao
com as cepas bacterianas. As bactérias foram ajustadas a 0,5 e 1 MacFarland para a
determinacdo da melhor concentracdo de infeccdo. Apds a inoculacdo de 40uL, as
larvas foram colocadas em placas de Petri e incubadas a 37 °C por cinco dias, com
monitoramento diario das taxas de mortalidade, de acordo com a metodologia
adaptada de Andrade-Oliveira et al (2023).

Ensaio de sobrevivéncia

Foi feita selecao de dez larvas com peso aproximado de 800 mg para cada
grupo, apos a selegao foi realizada infecgdo com os isolados bacterianos, a partir dos
resultados de ajuste de indculo obtidos, dessa forma, 40uL das bactérias foram
inoculadas nas larvas. Posteriormente, também foi realizada a administracao dos
tratamentos da concentracdo de MOD, no qual sua concentragdo respectiva nao
apresentou efeito toxico para as larvas de T. molitor. Por fim, elas foram armazenadas
em estufa, a 37 2C e monitoradas por cinco dias, pela metodologia adaptada de
Andrade-Oliveira et al (2023).

Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada utilizando o software GraphPad Prism 8
(GraphPad, La Jolla, CA, EUA). Os dados da curva de crescimento e curva de morte
foram analisados pelo teste de ANOVA Two-way e analisados através do teste Tukey
(95%). Os resultados dos testes in vivo da determinacao do indculo e da sobrevivéncia

foram submetidos ao teste de ANOVA Two-way e pos teste de Log-rank (p < 0,05).

RESULTADOS

Composicao Quimicado 6leo

Os resultados da composicao quimica do OEMT (Tabela 2) demonstraram a
presenca de 25 compostos, sendo o 1,8-cineol (34,51%), B-Eudesmol (8,80%), Elemol
(8,15%), (E)-Caryophyllene (7,89%), e Terpinen-4-ol (5,82%), detectados em maior
concentracdo. Quanto ao rendimento foi observado um percentual de 0,64% do
OEMT.

Tabela 2. Perfil quimico do 6leo essencial de Myciaria tenella (OEMT)
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Composto indice de retencéo indice_de retencdoda . Desv. pad.
calculado literatura® (%)
a-Thujene 923 924 0,52 0,05
a-Pinene 928 932 2,81 0,26
Sabinene 968 969 1,54 0,14
B-Pinene 970 974 3,29 0,29
Myrcene 986 988 0,48 0,02
p-Cymene 1019 1020 5,01 0,43
1,8 Cineole 1026 1026 34,51 3,09
Terpinen-4-ol 1173 1174 5,82 0,16
a-Terpineol 1186 1186 1,17 0,02
a-Copaene 1374 1374 1,17 0,03
B-Bourbonene 1383 1387 1,67 0,08
B-Elemene 1389 1389 traco -
(E)-Caryophyllene 1418 1417 7,89 0,36
a-Humulene 1452 1452 0,86 0,06
allo-
Aromadendrene 1459 1458 0,53 0,04
B-Selinene 1484 1489 traco -
trans-Calamenene 1520 1521 traco -
a-Calacorene 1541 1544 traco -
Elemol 1547 1548 8,15 0,83
Spathulenol 1576 1577 1,85 0,21
Caryophyllene
oxide 1582 1582 5,16 0,68
Rosifoliol 1606 1600 5,47 0,64
y-Eudesmol 1629 1630 2,40 0,30
B-Eudesmol 1648 1630 8,80 1,12
a-Eudesmol 1650 1652 traco -

99,1
Total identificado (%): 0

Total ndo-identificado
(%): 0,90

Concentracdo Inibitéria Minima

Os resultados da CIM demonstram que o tratamento aplicado com o OEMT e
CNL isoladamente, ndao foram eficientes para inibir o crescimento bacteriano em
nenhum dos isolados testados. Ja o valor de CIM para o tratamento com o antibiético

AMP apresentou resultados acima de 1024 pg/mL (Tabela 3 e 4).

Tabela 3. Avaliacédo do efeito modulador do OE de Myrciaria tenella associado ao antibiotico AMP

ISOLADOS PROCEDENCIA CIM (ug/mL) MOD FIC
OE AMP (ug/ mL)
S. schleiferi A >4096 >1024 4096 pg/mL X Sinergismo




63

pg/mL  pg/mL 2 ng/Ml
> 4096 >1024

K. pneumoniae A ug/mLl  pg/mL ) Indiferente

K_oxvt A > 4096 >1024 4096 pg/mL X Si .
. oxytoca ug/mL  pg/mL 1024 pg/mL inergismo
S. sciuri A :;?ff ::gL/?ii “) Indiferente

S epidermidi A > 4096 >1024 4096 pg/mL X Si .
. epidermidis ug/mL  pg/mL 1024 pg/mL inergismo
S. haemolyticus A > 4096 >1024 32 pg/mlx2 Sinergismo

: pg/mL  pg/mL pg/mL
S.aureus ¢ > 4096 >1024 512 pg/mL X Sinergismo
: pg/mL  pg/mL 2 pg/mL

K. pneumoniae ¢ > 4096 >1024 “) Indiferente

pg/mL  pg/mL
Legenda: Concentracgao Inibitéria Minima (CIM), Modulagao (MOD), Sem modulagéo (-), Ambiental (A),

Clinico (C).

Tabela 4. Valores referente ao efeito modulador do composto majoritario 1,8 cineol, em associagéo
com o antibiético AMP.

ISOLADOS PROCEDENCIA CIM (ug/mL) MOD FIC
CNL AMP  (ug/ mL)
S. schleiferi A > 4096 >1024 ) Indiferente

pg/mL pg/mL

K. pneumoniae A ;;/?ngl_sl ;&%i (-) Indiferente
A > 4096 >1024 .

K. oxytoca ug/mL ug/mL (-) Indiferente
I A > 4096 >1024 .

S. sciuri ug/mL ug/mL (-) Indiferente

S. epidermidis A Tlg/(r)r?l? ;;%i (-) Indiferente

S. haemolyticus A >u3/0ng1)ﬁ ;g%ﬁ (-) Indiferente

S C > 4096 >1024 2048 pg/mL x Si .

.aureus l—lg/mL Hg/mL 2 IJ.g/mL Inergismo
: C > 4096 >1024 .

K. pneumoniae ug/mL ug/mL (-) Indiferente

Legenda: Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Modulagdo (MOD), Sem modulacgdo (-), Ambiental (A),
Clinico (C).

Efeito Modulatorio

Diante dos resultados da CIM, oito isolados incluindo clinicos e ambientais
foram selecionados para os testes de modulagcdo. Quando investigado o efeito
modulatorio, foi possivel perceber que S. schleiferi, S. oxytoca, S. epidermidis, S.
haemolyticus e S. aureus apresentaram sinergismo do 6leo com o antibiotico, nas
menores concentragdes. Ja quando avaliado nos isolados de K. pneumoniae e S.
sciuri os dados nao revelaram resultados MOD significativos. O composto CNL em

associagao com o antibiético, apresentou acao de sinergismo apenas nos isolados de
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S. aureus e nas concentragbes de 2048 pug/mL e 2 pg/mL, respectivamente (tabela 4).

Curvade Crescimento

Os testes foram realizados de acordo com os melhores resultados obtidos nos
ensaios da modulagdo. Os tratamentos aplicados a K. oxytoca reduziram
significativamente o crescimento bacteriano nas concentragbes referentes a MOD (P=
<0,0001), 1/2 MOD (P= <0,0001) e 1/4 MOD (P= <0,0001). Quando comparados com
a concentracdo de MOD, os 1/2 MOD (P=0,9802) e 1/4 MOD (P=0,0738) nao
demonstraram diferenca estatistica nos tratamentos. Para S. schleiferi, as trés
concentragdes dos tratamentos utilizados atuaram efetivamente na reducéo da carga
bacteriana (P= <0,0001), ndo havendo diferenca estatistica apenas entre 1/2 MOD e
1/4 MOD (P=0,9460) (Grafico 1).

Grafico 1. Curva de crescimento para a) K. oxytoca; b) S. epidermidis; c) S. schleifer; d) S.

haemolyticus; e) S. aureus + OEMT; f) S. aureus + 1,8 Cineol .

a b
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Tempo (h)
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Legenda: Modulagdo -MOD. Modulagdo 1 para 2 (1/2 MOD). Modulagéo 1 para 4 (MOD 1/4). Controle
de Crescimento (CTL+). Controle de Esterilidade (CTL -).

Os tratamentos com o OEMT e o CNL, no isolado de S. aureus demonstrou
reducdo de crescimento apenas nas concentragcdes de MOD, com P= <0,0001. O
mesmo foi observado para S. haemolyticus, o qual o MOD foi o unico tratamento
efetivo (P=<0,0001). Os tratamentos com MOD (P= <0,0001) e 1/2 MOD (P= 0,0042)

foram efetivos em S. epidermidis (Grafico 1b).

Curvade morte

Para os isolados de K. oxytoca, todos os tratamentos reduziram
significativamente a carga bacteriana, apos 12h de exposicao ao tratamento (P=
<0,0001). Para S. schleiferi e S. epidermidis, MOD (P= <0,0001) e 1/2 MOD (P=
<0,0001) foram efetivos, com reducdo nas primeiras duas e quatros horas de
monitoramento, respectivamente. Nesses microrganismos, com % MOD foi observado
0 maior crescimento bacteriano, P=0,0818 para S. schleiferi e P= 0,9996 para S.

epidermidis (Grafico 2).

Grafico 2. Curva de morte para a) K. oxytoca; b) S. schleiferi; c) S. epidermidis; d) S. haemolyticus;

e) S. aureus + OEMT; f) S. aureus + 1,8 cineol.
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Legendas: Modulagdo -MOD. Modulagéo 1 para 2 (1/2 MOD). Modulagéo 1 para 4 (MOD 1/4). Controle
de Crescimento (CTL+).

Nos isolados de S. aureus tratados com OEMT e AMP, foi possivel observar
uma reducdo da carga bacteriana (P<0,0001). Apesar de se manter em sentido
decrescente em relagdo ao controle de crescimento, os tratamentos nao tiveram
diferenca estatistica entre si. Quando este mesmo isolado foi tratado com as
concentracdes de MOD do CNL e AMP, foi observado que nenhum dos tratamentos

diferiram entre si. Para os isolados de S. haemolyticus apenas a concentracao de
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MOD (P=<0,0001) e 1/2 MOD (P= 0,0279) foram eficientes na redug&o do crescimento

bacteriano.

Testein vivo

Teste de toxicidade em larvas de T. molitor

A partir das concentragbes obtidas nos testes de MOD, os grupos 1 e 2 (Tabela
5), promoveram toxicidade e posteriormente morte de alguns individuos (Grafico 3).
Ja nos grupos 3, 4, 5 e 6, ndo provocaram toxicidade ou mortalidade de T. molitor nas
concentragoes de MOD do 6leo e do CNL, associados com a AMP. Esses tratamentos
foram considerados ideais para a realizacdo dos testes posteriores de determinacao

do ajuste de indculo, e de toxicidade.

Tabela 5. Avaliagéo da toxicidades dos grupos em relagao as concentracdes do MOD definidas.

Grupos ISOLADOS MOD (ug/mL)
1 S. epidermidis 4096 pug/mL x 1024 pg/mL
2 K. oxytoca 4096 pg/mL x 1024 pg/mL
3 S. schleiferi 4096 pg/mL x 2 pg/mL
4 S. haemolyticus 32 pg/mL x 2 pg/mL
5 S.aureus (OE) 512 pg/mL x 2 pg/mL
6 S.aureus (1,8 Cineol) 2048 pg/mL x 2 pg/mL

Gréfico 3. Teste de toxicidade dos tratamentos de acordo com a sobrevivéncia das larvas de T. molitor.

Salina— |
S.haemolyticus P414—:
S.schleiferi P108
5. epidermidis P408
S aureus 5377 + 1,8 Cineol

Tratamentos

S.aureus 5377 + Oleo essencial de M. tenella

Klebsiella oxytoca P202

Sobrevivéncia (n?)

Determinacao do ajuste de indculo in vivo
Os grupos da infecgao por S. schleiferi (P=0,0191), S. aureus (P=0,0082) e S.
haemolyticus (P= 0,0009) correspondenteS a escala 1 MacFarland resultou na morte

da maioria dos individuos, principalmente quando comparados aos individuos
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inoculados com 0,5 MacFarland (Grafico 4).

Grafico 4. Inoculagao bacteriana em modelos de T. molitor, a 0,5 e 1 MacFarland. a) S. schleiferi; b)

S. aureus;c) S. haemolyticus.
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Teste de sobrevivéncia

Teste de sobrevivéncia em larvas de T. molitor infectadas previamente com as
bactérias, demonstraram resultados satisfatérios para modelos infectados com S.
aureus, S. haemolyticus e S. schleiferi. Nos grupos nao tratados, ocorreu uma alta
mortalidade nos primeiros dias de experimento, enquanto nos tratamentos, a
mortalidade foi observada no final do experimento, demonstrando capacidade
estabilizadora de sobrevivéncia nos primeiros dias da infec¢ao (Grafico 5). Na espécie

S. schleiferi, o grupo tratado diferiu estatisticamente do nao tratado (P=0,0233).

Gréfico 5. Testes de Sobrevivéncia, Modelo de larvas de T. molitor inoculadas 1 MacFarland e

tratadas. a) S. schleiferi; b) S. aureus; c) S. haemolyticus.
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos, as plantas medicinais vem sendo cada vez mais utilizadas
na medicina tradicional devido suas capacidades terapéuticas, sendo constantemente
empregadas na cultura popular, para o tratamento de diversas enfermidades. Elas
apresentam-se como agentes promissores no desenvolvimento de novos farmacos,
por possuirem componentes importantes para o controle e tratamento de varias
doencas (Bastos et al, 2011; Argentina et al, 2011).

Extratos de plantas da caatinga apresentam potencial na prevencado da
formacédo de biofilme e na inibicdo do crescimento bacteriano planctdénico contra
Staphylococcus epidermidis, potencialmente identificando novos antibiofiimes e
produtos antibacterianos da medicina tradicional brasileira.

Nesse sentido, Antonelo et al (2023) destacam em seu estudo que, as espécies
da familia das Myrtaceae sdo comumente utilizadas na medicina tradicional, e sao
ricas em moléculas bioativas como: carotenoides, compostos fendlicos, monoterpenos
e sesquiterpenos. No presente estudo, a composicdo quimica do OEMT apresentou
maior concentracao de 1,8 cineol (34,51%), B-Eudesmol (8,80%), Elemol (8,15%), (E)-
Caryophyllene (7,89%), e Terpinen-4-ol (5,82%).

Essa composicdo quimica demonstrou diferencas com dados da literatura para
constituintes volateis de espécies de M. tenella, onde sdo encontrados em maior
concentracdo compostos como a-pineno e B-pineno (Schneider et al, 2008; Monteiro
et al, 2016; Gongalves et al, 2021). Ademais, € importante ressaltar que a composi¢cao
quimica e o rendimento do OE pode sofrer impactos e apresentar diferengcas de acordo
com as condicdbes ambientais, bem como condicbes de solo e temperatura,
disponibilidade de macro e micronutrientes, radiacdo UV, exposicdo a patdégenos entre
outros (Silva et al, 2021).

O CNL é um monoterpeno, que possui atividade antimicrobiana,



70

antiinflamatodria, e antioxidantes atuando no controle e combate de varias doencas,
dentre elas algumas de origem respiratoria, como asma, doencga pulmonar obstrutiva
créonica (Riu et al, 2022). Também €& amplamente difundido no tratamento dos
sintomas de resfriados, além de ser usado para tratamento de pancreatite, colite, além
de servir como analgésico (Yin et al, 2020).

Moo et al (2021) avaliaram a atividade antimicrobiana do CNL diante de
isolados de K. pneumoniae produtora de carbapenemases. Em pesquisa, os autores
observaram que alguns dos mecanismos utilizados pelo CNL estavam relacionados
com a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) através do estresse oxidativo,
gque iniciavam a peroxidacgao lipidica, e causavam dano da membrana celular.

O composto B-Eudesmol é um sesquiterpeno amplamente estudado, pois
possui atividade antiangiogénica, antitumoral (Ma et al, 2008), e antialérgica (Ha et al,
2017). No sistema digestivo, ele atua na inibicdo do desenvolvimento de ulceras
gastricas. Ja no sistema nervoso central, atua como um bloqueador ndao competitivo
da acetilcolina nicotinica (ACh), além de bloquear receptores na juncao
neuromuscular, e desempenha papel muito importante no alivio da dor neuromuscular
(Acharya; Chaijaroenkul; Na-Bangchang, 2021).

O Elemol, por sua vez € um sesquiterpendide, citado na literatura como
composto presente em varias plantas, como Didymocarpus tomentosa e
Chamaecyparis obtusa, e apresenta atividade terapéutica em doencas como a
dermatite atdpica, diminuindo a inflamacdo. Dentre seus mecanismos de acgao
utilizados, o elemol suprime niveis séricos de IgE, citocinas pro-inflamatérias e
infiltracdo de células inflamatdrias na derme (Wu et al, 2021; Nanjala et al, 2022).

Ja o ( E )-Cariofileno € um composto amplamente distribuido entre os 6leos
vegetais e possui propriedades acaricidas, inseticidas, repelentes, atrativas e
antifungicas (Da Silva et al, 2015; Rifeel et al, 2021). J&4 o Terpineno-4-ol € um
monoterpeno, presente em varias plantas aromaticas e apresenta atividade
antitumoral (Wu et al, 2012), também apresentou atividade antibacteriana em cepas
de Streptococcus agalactiae, causando dano na estrutura bacteriana e levando a
perda de material citoplasmatico (Zhang et al, 2018).

A caracterizacdo quimica dos OEs € importante ndo apenas para conhecer sua
composi¢cao, mas também para rastrear suas possiveis atividades bioldgicas (Haro-
Gonzales et al, 2021; Costa et al, 2022; Castellano; Ramos-Romero;Perona, 2022;

Hussain et al, 2022). No presente estudo, o OEMT e seu composto majoritario quando


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chamaecyparis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/skin
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associados a AMP apresentou agdo antimicrobiana em isolados resistentes oriundos
dos dois ambientes investigados: aquatico impactado e hospitalar, sendo os dados
inéditos quando avaliados nos microrganismos resistentes do ambiente aquatico
impactado. Apel et al (2010), avaliaram a atividade antiinflamatoria das folhas de M.
tenella, e observaram que a composi¢ao quimica do seu OE continha B-cariofileno
(25,1%), composto conhecido por apresentar caracteristicas antimicrobianas.

O presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana do OEMT isolado, bem
como seu composto majoritario, o CNL, e estes associados com o AMP. Quando
avaliados isoladamente (OEMT e CNL) nao inibiram o crescimento bacteriano de
nenhum dos isolados investigados. Esses dados revelam que a atividade
antimicrobiana depende da composicado quimica do 6leo ou seu composto
investigado, ndo das caracteristicas de resisténcia do isolado. Quando analisado
apenas o tratamento com o antibiético AMP foi verificada uma CIM acima de 1024
ug/mL.

Quando investigada a atividade antimicrobiana de M. tenella nas espécies de
Enterobacter sp. e Shigella flexnerii, esta apresentou resultados mais significativos.
Schneider et al (2008), realizaram um estudo dos compostos volateis do 6leo de M.
tenella e em sua composicdo os autores encontraram a-pineno (31,5%), B-pineno
(19,2%) e 1,8-cineol (6,6%) e atividade antimicrobiana em bactérias Gram negativas
(Shigella flexnerii) e Gram positivas (Enterobacter sp.), ambas relacionadas a
infeccdes nosocomiais.

Em estudo de Antonello et al (2023), a espécie M. oblongata, outra
representante da familia das Myrtaceae, apresentou compostos como 3-mirceno
(13,99%) e silvestreno (11,28%), B-cariofileno (2,59%), a-amorfeno (3,82%), além de
a e B-pineno (36,81% e 9,74%, respectivamente), como compostos majoritarios, e
demonstrou boa atividade antimicrobiana contra isolados de Enterococcus faecalis, S.
aureus, Bacillus subtilis e S. epidermidis.

Diante dos resultados obtidos de CIM das bactérias, foi realizado teste de
sinergismo do OEMT e do CNL. Ambos foram associados com o AMP, antibiético ao
qual todos os isolados apresentaram resisténcia. Dos quatorze bactérias
investigadas, oito, sendo elas duas (clinicas) e seis (ambientais) foram selecionadas
para testes de modulacao, estas Gram-positivas (S. aureus, S. sciuri, S. epidermidis,
S. schleiferi, S. haemolyticus ) e Gram-negativas (K. pneumoniae, K. oxytoca) que

promovem infecgcdes em humanos.
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Os resultados demonstraram que apenas os isolados K. oxytoca, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. schleiferi e S. aureus obtiveram resultados de MOD,
com reducao do MIC diante do sinergismo entre o Oleo e o antibiético. Ja quando
avaliada a modulagcdo do composto majoritario CNL em associacdgo a AMP, a
diminuicao da carga bacteriana foi observada apenas nos isolados de S. aureus. Estes
dados revelam que o maior sinergismo ocorreu entre o OEMT e o AMP. Possivelmente
isto deve-se aos varios compostos bioativos presentes em sua composigao quimica
que podem ter contribuido com sua ag¢ao antibacteriana (De Albuquerque Siebra et al,
2014; Ferreira; Mendes-Costa, 2019; Rocha, 2023).

Segundo Cavalheiro et al (2022), a familia Myrtaceae, possui varios
representantes taxondmicos o que possibilita uma elevada diversidade em suas
composi¢cdes quimicas, elevando e/ou diferenciando a atividade antimicrobiana de
seus OE. Esta caracteristica vem permitindo que OE’s extraidos destas espécies
sejam indicados como fonte de compostos bioativos por suas possiveis aplicacoes
biotecnoldgicas. Dos Santos et al (2017), também destacam em seu trabalho que a
associacdo de OE a antimicrobianos proporciona uma diminui¢cdo no crescimento
bacteriano. Os autores citam alguns metabdlitos secundarios como propriedades
bioativas como a-pineno, B-pineno e o limoneno.

Diversas biomoléculas de compostos naturais podem apresentar atividade
antimicrobiana e quando analisados seus mecanismos de acgao, observa-se que estes
estdo relacionados a natureza hidrofébica de alguns componentes, interagindo com a
membrana celular e afetando a cadeia respiratoria e produtora de energia (Lucena et
al, 2015).

Ademais, também podem possuir a capacidade de tornar a célula bacteriana
mais permeavel aos antibiéticos, promovendo morte celular (Lucena et al, 2015), além
de proporcionar interferéncia com os sistemas enzimaticos bacterianos. A utilizagcdo
de extratos naturais em associagdo aos antimicrobianos também torna-se uma
alternativa promissora, uma vez que diminuem os valores de MIC dos antibioticos,
minimizando seus efeitos secundarios e promovendo sinergismo, promovendo
dessa forma, diminui¢cdo da dose necessaria para a promogao do efeito terapéutico
(Alves; Beatriz; Edinardo, 2014).

O ensaio de curva de crescimento bacteriano foi utilizado para compreender o
crescimento dos microrganismos e a eficiéncia dos tratamentos realizados, bem como

o comportamento bacteriano diante de estresse e novas condigbes ambientais (Roges
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et al, 2022). Para realizagdo deste ensaio foi utilizado OEMT, CNL e AMP, nas
concentragdes de MOD, 2 , MOD % e MOD. Os resultados demonstraram que a
inibicdo de crescimento na presenca do OEMT em associagcdo com o antibiotico
ocorreu apenas nhos isolados de K. oxytoca e S. schleiferi.

Nos demais esta inibicao foi observada nas concentracées de MOD, porém,
apresentaram variagdes de crescimento bacteriano nas concentragdes de MOD, 2,
MOD 'z, tanto para concentragcdes dos tratamentos com 6leo, quanto nas de
tratamento com seu composto majoritario. Estes resultados demonstram que o OEMT
associado com AMP, proporcionou boa atividade antimicrobiana em isolados
multidroga-resistentes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Destacando
que houve sinergismo entre o OE e o antibi6tico, corroborando com estudos que
destacam o sinergismo dos compostos secundarios presentes no oleo essenciais,
com antimicrobianos (Borges; Conceicao; Silveira, 2014; Santos et al, 2017
Cavalheiro et al, 2022).

Os isolados de K. oxytoca s&o bactérias que se apresentam como bastonetes
Gram negativos, imoOveis que representam perigo a saude publica por serem
organismos associados a infec¢gdes oportunistas resistentes a antibidticos, presentes
em neonatos e adultos. Esses isolados normalmente sdo multirresistentes e causam
infec¢des fatais em individuos imunocomprometidos com comorbidades. Também sao
descritos como causadores de colite, endocardite infecciosa, infecgcbes comuns do
trato urinario e respiratorio (Green; Tran; Janda, 2009 ;Singh; Cariappa; Kaur, 2016;
Neog et al, 2021).

Ja os isolados de S. schleiferi sdo bactérias Gram positivas encontradas na
microbiota cutdnea e mucosa de seres humanos e animais; também estio associadas
a infecgbes nosocomiais oportunistas resistentes,como: endocardite persistente
relacionada ao marcapasso em pacientes, osteomielite e bacteremia em pé diabético
de pacientes imunocomprometidos (Nguyen; Ahern; Train, 2020; Rojas-Marte et al,
2014).

Quando avaliado o teste de curva de morte bacteriana, foi possivel perceber
que o OEMT foi eficiente para combater infec¢gdes ja estabelecidas em cepas de K.
oxytoca em todas as concentragdes de MOD, corroborando com os resultados obtidos
nos testes de curva de crescimento. Ja os demais isolados, apresentaram variacoes
de crescimento diante das concentragdes dos tratamentos, onde foi observado que S.

schleiferi e S. epidermidis, demonstraram reducado da carga bacteriana nas
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concentragcdes de MOD e 2 MOD. Porém, para MOD ', os resultados foram até
maiores do que os observados no controle de crescimento, demonstrando que essa
concentracao nao foi eficiente para diminuir infecgdes ja estabelecidas.

Nos isolados de S. aureus, tratados com a modulagédo do OEMT e AMP, bem
como, CNL e AMP, nao foram verificadas diferencas entre nenhuma das
concentragdes testadas. Ja para os resultados de S. haemolyticus, apenas as
concentragdes de MOD e > MOD foram eficientes na diminuicdo da carga bacteriana.
Em seu estudo, Quirino et al (2022), avaliou a atividade antimicrobiana do extrato de
Citrus bergamia, em isolados clinicos de A. baumannii, K. pneumonie e S.aureus,
pode observar que os melhores resultados de diminuicdo de crescimento na cinética
de morte microbiana, foram observados em isolados de Gram-negativos, onde os
isolados K. pneumonie com perfil MDR, obtiveram reducdo de crescimento nos
primeiros 30 a 60 minutos de exposi¢ao ao tratamento.

Ademais, Stan et al (2021), avaliou o extrato de trés espécies de Acantholimon,
também demonstraram melhor atividade antimicrobiana em isolados Gram-negativo.
Bem com Selestino Neta et al (2017), em seu estudo que também avaliou a atividade
antimicrobiana do composto majoritario 3-cariofileno e do OE de Murraya paniculata,
também foi observado que o tempo de morte bacteriano para os isolados Gram-
negativos nas primeiras 4 h de exposicdo aos tratamentos. Corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho para isolados Gram-negativos.

Os testes de toxicidade in vivo foram realizados com modelo de larvas de T.
molitor, adaptado. Os resultados demonstraram que esse modelo animal tem grande
potencial para ajudar no desenvolvimento de pesquisas relacionadas a atividade
biologica de compostos naturais, como OE. Segundo Piatek; Sheehang e Kavanagh
(2021), o uso de modelos animais invertebrados pode ser versatil para avaliar a
atividade antimicrobiana e a toxicidade, estudar as respostas imunologicas e acelerar
o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Brai et al (2023), ainda acrescenta que
modelos animais utilizando larvas de T. molitor sGo modelos novos de toxicidade,
considerados baratos e convenientes para avaliar a seguranca de medicamentos e a
formacao de metabdlitos, reduzindo custos e uso de roedores.

O inseto T. molitor € membro da ordem Coleoptera e familia Tenebrionidae, e
no Brasil, estdo disponiveis em lojas especializadas, por serem utilizadas para
atividades pesqueiras e para alimentagdo de animais domésticos. Ele também pode

ser produzido em larga escala devido ao seu curto ciclo de desenvolvimento, facil
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cultivo e manutencdo. Além disso, o modelo de invertebrado de T. molitor, se
assemelha ao de G. mellonella, pois ambos possuem uma hemolinfa, que se
assemelha com o sistema imunolégico inato de muitos seres vivos, incluindo
humanos, além de terem um tempo de desenvolvimento mais curto e serem
analisados em um tempo mais curto que os modelos animais tradicionais (Andrade-
Oliveira et al, 2023).

Os resultados dos tratamentos aplicados para as infecgbes bacterianas
causadas por isolados resistentes de S. schleiferi, S. aureus e S. haemolyticus,
demonstraram que as concentragcdes de MOD do OEMT e do CNL associados com a
AMP, foram capazes de reduzir a mortalidade das larvas nas primeiras 24 horas apods
a inoculagado das cepas, mesmo que essa mortalidade ndo fosse menor que as larvas
do controle positivo. Santo el al (2021), destacaram em seu estudo que o OE de Myrcia
guianensis, apresentava composi¢cao quimica de (E-) cariofileno (37,43%), terpinoleno
(14,82%) e B-bisaboleno (6,07%) e reduziu o numero de isolados bacterianos de S.
aureus na hemolinfa de T. molitor. Ademais, um sinergismo entre o EO de M.
guianensis e ciprofloxacina foi observado, destacando que em modelo de T. molitor,
foi possivel observar uma diminuicdo de carga bacteriana nas primeiras 24 h da
infeccdo, se comparado com o grupo controle.

Ademais, um dos fatores que pode estar relacionado com a sobrevivéncia dos
grupos infectados que nao receberam tratamento, esta relacionado com o sistema
imunoldgico do proprio inseto, que pode ter se adaptado e conseguido reagir a
infeccdo bacteriana que havia se instalado, independente de estar sendo tratado ou
nao. Diante disso, o estudo de Keshavarz et al, (2019) destacou que o TmDorX2, que
€ um membro da familia de fatores de transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-kB),
componente critico a jusante da via Toll, responsavel por regular a expressao de
Peptideos Antimicrobianos (AMPs) contra a invasao de patogenos, € considerado um
regulador positivo contra infecgdes bacterianas de E. coli, S. aureus e C. albicans no
corpo gorduroso, hemocitos, intestino, bem como nos tubulos de Malpighi de larvas
jovens de T. molitor.

Ademais, Keshavarz, Zanch e Rolff, (2023) destacam que esses insetos
possuem AMPs, como moléculas conservadas, que combatem frequentemente
infecgbes patogénicas, tanto sinergicamente quanto individualmente, acrescentando
também que a mortalidade de T. molitor estd associada a carga bacteriana nos tecidos

do hospedeiro.
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Concluséao

Os resultados observados no presente estudo foram importantes para elucidar
a atividade antimicrobiana do OEMT, e seu composto majoritario CNL em associacao
com o antibiotico AMP em bactérias reistentes, demonstrando que o 6leo sozinho,
bem como seu composto majoritario, o CNL, ndo possuem atividade antibacteriana.
Os ensaios de MOD para o OEMT e CNL, observou o efeito sinérgico entre os
composto e a AMP, reduzindo a concentracdo necessaria do antibiético para gerar
uma atividade antibacteriana. Nos ensaios in vivo, os tratamentos de MOD para o
OEMT e CNL associados com AMP, estabilizaram as infecgdes em seus primeiros
dias de desenvolvimento, por meio de testes em modelos de T. molitor. Desta forma,
os tratamentos utilizando aos concentracdes obtidas de MOD representam dados
importantes para a pesquisa de novos compostos naturais para auxiliar o
desenvolvimento de novos medicamentos antimicrobianos, sendo essencial para o
combate de isolados bacterianos patogénicos e resistentes, que causam infeccoes

agressivas em humanos.
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5 CONCLUSOES

O estudo verificou que existem alternativas atuais para o enfrentamento da
RAM e que a escolha de cada método dependera de fatores associados a
pesquisa e as condi¢oes e experiéncias de cada grupo.

O estudo revelou que, para OEMT e seu composto majoritario CNL,
apresentarem atividade antimicrobiana é necessario associar ao antibiético.

Os testes in vivo, demonstraram que os tratamentos de MOD do OEMT foram
capazes de promover sobrevivéncia em larvas de T. molitor, nas primeiras 24h

da infeccéo.
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