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ESKAPE-E. 2025. 53 paginas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
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RESUMO

O grupo ESKAPE-E engloba os principais patdégenos multirresistentes associados a
infecgdes relacionadas a assisténcia a saude, o que reforca a necessidade de novas
alternativas terapéuticas. Nesse contexto, o Oleo essencial de Schinus
terebinthifolius, rico em terpenos e tradicionalmente utilizado na medicina popular, foi
avaliado quanto a sua composicdo quimica, atividade antimicrobiana e acao
bactericida frente a essas bactérias. A caracterizacdo por GC-MS e GC-FID revelou
predominancia de monoterpenos no 6leo essencial, destacando-se delta-3-careno,
silvestreno, alfa-pineno, alfa-felandreno, terpinoleno e mirceno, compostos
reconhecidos por atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana foi avaliada
por microdiluicdo em Caldo para determinacdo da concentracdo minima inibitoria
(CMI) e a confirmagdo da concentragdo minima bactericida (CMB) por meio de
semeio em agar. O dleo essencial apresentou maior atividade contra E. coli, seguida
por P. aeruginosa e E. faecalis, enquanto S. aureus e K. pneumoniae mostraram
menor sensibilidade. No ensaio de tempo de morte foi realizado com a cepa mais
sensivel ao 6leo (menor MIC). A bactéria foi incubada em meio caldo Mueller-Hinton
contendo o6leo essencial em diferentes concentracbes da CMI, com afericdo da
densidade optica a 625 nm nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 horas. O ensaio de tempo de
morte demonstrou efeito parcialmente inibitério em concentragdes abaixo da CMI e
acao bactericida a partir da CMI, sem ganho adicional em concentragdes superiores.
De modo geral, o 6leo essencial de S. terebinthifolius apresentou atividade
antimicrobiana relevante contra patégenos Gram-positivos e Gram-negativos do
grupo ESKAPE-E, destacando-se pela maior eficacia frente a E. coli e seu potencial

no controle de infecgbes hospitalares por bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: Infecgbes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS),
Monoterpenos, Bactérias Multidroga resistentes, Concentragdo Minima Inibitéria
(CMI), Produtos Naturais.
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terebinthifolius essential oil against members of ESKAPE-E. 2025. 53 pages.
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ABSTRACT

The ESKAPE-E group comprises the main multidrug-resistant pathogens associated
with healthcare-associated infections, reinforcing the need for new therapeutic
alternatives. In this context, the essential oil of Schinus terebinthifolius, rich in
terpenes and traditionally used in folk medicine, was evaluated for its chemical
composition, antimicrobial activity, and bactericidal action against these bacteria.
Characterization by GC—-MS and GC—FID revealed a predominance of monoterpenes
in the essential oil, with delta-3-carene, sylvestrene, alpha-pinene,
alpha-phellandrene, terpinolene, and myrcene as the major constituents, all
recognized for their antimicrobial properties. Antimicrobial activity was assessed by
broth microdilution to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), and the
minimum bactericidal concentration (MBC) was confirmed by agar plating. The
essential oil showed the highest activity against E. coli, followed by P. aeruginosa and
E. faecalis, whereas S. aureus and K. pneumoniae exhibited lower susceptibility. The
time-kill assay was performed using the most sensitive strain (lowest MIC), with
bacteria incubated in Mueller—Hinton broth containing the essential oil at different
MIC-related concentrations, and growth monitored by optical density at 625 nm at 0,
4, 8, 12, and 24 hours. The time-kill assay demonstrated a partially inhibitory effect at
concentrations below the MIC and a bactericidal effect at the MIC, with no additional
activity at higher concentrations. Overall, the essential oil of S. terebinthifolius
showed relevant antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative
ESKAPE-E pathogens, particularly against E. coli, highlighting its potential as an
alternative for the control of hospital infections caused by multidrug-resistant

bacteria.

Key words: Healthcare-associated infections (HAIs), Monoterpenes,
Multidrug-resistant Bacteria, Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Natural
Products.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

MDR

OMS

OEs

RAM

EMAs

PLPs

MPE

IRAS

Saude

VRE

MRSA

VISA
Vancomicina
VRSA
Vancomicina
KPC
pneumoniae
cKp

hvKp
GC-MS
Massa
GC-FID

lonizagdo em Chamas

Multidroga Resistente

Organizagao Mundial da Saude

Oleos Essenciais

Resisténcia Antimicrobiana

Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos
Proteinas Ligantes de Penicilina

Matriz Polimérica Extracelular

Infecgbes Relacionadas a Assisténcia em
Enterococcus Resistente a Vancomicina
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
Staphylococcus aureus Intermediario a
Staphylococcus aureus Resistente a
Carbapenemase Produzida por Klebsiella
Klebsiella pneumoniae Classica

Klebsiella pneumoniae de Alta Viruléncia

Cromatografia Gasosa com Espectrometria de

Cromatografia Gasosa com Detector de



SUMARIO

INTRODUCAO 11
REVISAO BIBLIOGRAFICA 14
Resisténcia Antimicrobiana 14
2.2 Grupo ESKAPE-E 16
2.2.1 Enterococcus faecium 17
2.2.2 Staphylococcus aureus 18
2.2.3 Klebsiella pneumoniae 19
2.2.4 Acinetobacter baumannii 21
2.2.5 Pseudomonas aeruginosa 22
2.2.6 Enterobacter spp. 24
2.2.7 Escherichia coli 25
2.3 Oleos essenciais 26
2.3.1 Schinus terebinthifolius 27
OBJETIVOS 29
Objetivos Gerais 29
Objetivos Especificos 29
METODOLOGIA 30
4.1 Obtencédo do 6leo essencial e caracterizagao quimica por GC-MS e
GC-FID 30
4.2 Determinagcdo dos valores de Concentragdo Minima Inibitoria e
Concentragao Minima Bactericida 31
4.3 Determinagao do Tempo de Morte 32
4.4 Analise Estatistica 33
DISCUSSAO E RESULTADOS 34
5.1 Caracterizagao quimica do 6leo 34
5.2 Determinacao dos valores de CMI| e CMB 35
5.3 Determinacado do Tempo de Morte 39

CONCLUSAO 42



REFERENCIAS

APENDICES

APENDICE A — Meios utilizados para realizagdo dessa pesquisa e sua composicdo

45

53



11

1. Introducgao

Globalmente, observa-se um crescimento no numero de casos de infeccdes
causadas por microrganismos multidroga resistentes (MDR), tanto em comunidade
quanto no ambiente hospitalar, especialmente em unidades de tratamento intensivo,
reconhecidas como importantes focos de infec¢gdes oportunistas (Organizagéo
Mundial da Saude, 2024; De Oliveira et al., 2020). Esse problema esta diretamente
associado ao uso prolongado e indiscriminado de antibioticos, ndo apenas no
ambiente clinico, mas também em areas como a agropecuaria (Poudel et al., 2023).
Estima-se que, caso ndo sejam implementadas medidas de controle, o numero de
mortes anuais decorrentes de infec¢gdes por microrganismos MDR podera alcangar
10 milhdes em 2050 (Poudel et al., 2023; Johani et al., 2018; Organizagao Mundial
da Saude, 2024).

Entre os principais agentes envolvidos na crise de resisténcia bacteriana
estdo os microrganismos do grupo ESKAPE-E, composto por Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Escherichia coli, todos listados
pela Organizagdo Mundial da Saude como bactérias patogénicas prioritarias
(Organizacédo Mundial da Saude, 2024). Esses patdogenos sao os principais
causadores de infec¢gdes nosocomiais, apresentam altos niveis de morbidade e
mortalidade, além de resisténcia a diversas classes de antibidticos, desde os de uso
rotineiro, como beta-lactdmicos e macrolideos, até os de ultima linha, como

polimixinas e carbapenémicos (De Oliveira et al., 2020; Rice, 2009).

A expansédo da resisténcia antimicrobiana € agravada pelo desaceleramento
na descoberta de novos farmacos no século XXI, com um numero cada vez menor
de antibidticos aprovados anualmente (Mulani et al., 2019; Organizagdo Mundial da
Saude, 2020). Nesse cenario, torna-se essencial o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas eficazes no combate a microrganismos multirresistentes.

Os oleos essenciais (OEs) tém se destacado pela sua comprovada atividade
antimicrobiana, configurando importantes alternativas aos farmacos tradicionais.
Eles sdo metabdlitos secundarios vegetais responsaveis por fungbes de defesa

contra predadores e microrganismos (Dannenberg et al., 2019; Da Silva et al., 2023),
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apresentando composigdo quimica variavel conforme a espécie, condigdes
ambientais, localizagdo geografica e parte da planta utilizada, podendo conter
centenas de compostos bioativos (Ramsey et al., 2020; Silva; Oliveira; Souza, 2022;
Qian, Zhuo e Peng, 2024; Ennigrou et al., 2018; Oliveira et al., 2024).

Dentre as classes de compostos mais representativas dos oleos essenciais,
os terpenos, em especial monoterpenos e sesquiterpenos, sao frequentemente
associados a atividade antimicrobiana. Esses compostos atuam de diferentes
formas, incluindo o dano a membrana celular, a inibicdo da sintese proteica e a
interferéncia na replicagdo do DNA bacteriano (Zhao et al., 2024; Khwaza &
Aderigbigbe, 2025).

A aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius), popularmente conhecida como
pimenta-rosa, € uma espécie nativa da América do Sul, pertencente a familia
Anacardiaceae e incluida no Renisus (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS). Tradicionalmente, € utilizada na medicina popular para o
tratamento de doencgas respiratérias, infecgdes do trato urinario e em processos de
cicatrizagdo (Uliana et al., 2016; Almeida-Silva et al., 2022). Produtos derivados
dessa planta ja demonstraram atividade antimicrobiana, como: a lectina de suas
folhas (Nunes et al., 2022), extratos vegetais (Almeida-Silva et al., 2022) e seu 6leo
essencial (Dannenberg et al., 2016; Ennigrou et al.,, 2018; Salem et al., 2018;
El-Nashar et al., 2019), no entanto, existem poucos estudos que avaliem a
efetividade do 6leo essencial frente a patdgenos de interesse clinico como o grupo
ESKAPE-E.

O dleo essencial de S. terebinthifolius € majoritariamente constituido por
monoterpenos, destacando-se alfa-pineno, beta-mirceno, alfa-felandreno,
beta-felandreno e limoneno, podendo apresentar variagdo na composi¢ao quimica a
depender de fatores bidticos e abidticos que interagem com a planta (Dannenberg et
al., 2018; Ennigrou et al., 2018; Salem et al., 2018; EI-Nashar et al., 2019). Esses
compostos estdo diretamente relacionados a sua atividade antimicrobiana,
promovendo danos a parede celular e a membrana plasmatica bacteriana,
culminando no extravasamento de constituintes essenciais a viabilidade celular
(Dannenberg et al., 2018; EI-Nashar et al., 2019; Ennigrou et al., 2018).
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Diante disso, reforga-se a importancia de novas investigagbes sobre o éleo
essencial de S. terebinthifolius e seu potencial no desenvolvimento de alternativas
terapéuticas frente as infecgdes causadas por microrganismos multirresistentes.
Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius frente a microrganismos
do grupo ESKAPE-E.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ocorre naturalmente nos microrganismos
quando os mesmos desenvolvem mecanismos que diminuem a eficacia das drogas
utilizadas para tratar infec¢des (Murray et al., 2022). Porém o uso em larga escala
de antibidticos, tanto na medicina humana quanto em outros segmentos como na
medicina veterinaria, levou a um aumento da pressdo seletiva sobre os
microrganismos, o que fez com que cepas resistentes fossem gradualmente
selecionadas e disseminadas (Van Duijkeren et al., 2018; Murray et al., 2022).

No estudo realizado por Murray e colaboradores em 2022 foi estimado que,
em 2019, patdgenos resistentes a antibidticos foram responsaveis por
aproximadamente 1,27 milhdes de mortes no mundo, sendo cinco deles
pertencentes ao grupo ESKAPE-E: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii
e P. aeruginosa (Murray et al., 2022). No Brasil, dados do Ministério da Saude
indicam que o pais registra cerca de 221 mil mortes anuais relacionadas a infecgoes
bacterianas, das quais 34 mil sdo atribuidas diretamente a microrganismos
resistentes, enquanto 138 mil apresentam associagdo com resisténcia. Além do
impacto clinico, a disseminagdo dessas cepas acarreta um grande peso
socioeconémico, resultando em internagbes prolongadas, tratamentos mais
complexos e altos custos para o sistema de saude (Brasil, Ministério da Saude,
2024; Poudel et al., 2023).

Esse aumento na incidéncia de cepas resistentes ocorre em paralelo a um
desaceleramento na descoberta de novos compostos e classes antibidticas,
agravando ainda mais o cenario global (Murray et al., 2022; Miller e Arias, 2024).
Miethke e colaboradores relataram que somente 30 a 40 antibidticos estavam em
fase de testes clinicos, e dentre esses, todos os que tinham como alvo os membros
Gram-negativos do grupo ESKAPE eram de classes de antibioticos ja estabelecidas
(Miethke et al., 2021). Isso ocorre em parte, pois grandes empresas da industria
farmacolégica veem pouco ou nenhum retorno no investimento em pesquisa e

desenvolvimento de novas classes de antibioticos (Miethke et al., 2021).
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Os mecanismos de RAM apresentados por bactérias sdo diversos e podem
ser divididos em intrinsecos e adquiridos (Van Duijkeren et al., 2018). A resisténcia
intrinseca é especifica a um género ou espécie bacteriana e ocorre normalmente
pela incompatibilidade do modo de agdo de um antimicrobiano com uma
determinada bactéria, a exemplo de bactérias que nao produzem parede celular
como o género Mycoplasma spp e sao resistentes a antibidticos que tenham essa
estrutura como alvo (beta-lactdmicos, glicopeptideos etc) (Van Duijkeren et al.,
2018). Esse tipo de resisténcia também ocorre quando um microrganismo
naturalmente produz enzimas capazes de neutralizar os antimicrobianos como as
beta-lactamases e inclui as bombas de efluxo produzidas por uma multitude de
bactérias (Van Duijkeren et al., 2018; Ahmed et al., 2024).

Ja a resisténcia adquirida ocorre por meio de mutagdes, que podem levar a
alteracao de sitios alvos ou super-expressao dos fatores de resisténcia intrinsecos, e
também por meio da transferéncia de genes por meio de elementos genéticos
moveis como plasmideos, um importante mecanismo para a disseminagao da
resisténcia entre cepas e até espécies diferentes de bactérias (Van Duijkeren et al.,
2018; Ahmed et al., 2024).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, a expressao de
enzimas inativadoras de antibidticos € a principal responsavel pela resisténcia aos
beta-lactdmicos, sendo conhecidas mais de mil beta-lactamases classificadas em
quatro classes moleculares (A-D), das quais a classe A inclui principalmente as
beta-lactamases de espectro estendido capazes de inativar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos, a classe B corresponde as metalobetalactamases
que hidrolisam antibiéticos por meio de cations divalentes e inativam
carbapenémicos.

A classe C abrange cefalosporinases nao inibidas por acido clavulanico como
a AmpC (comum em Gram-negativas, cromossomal, de expressao induzivel ou
constitutiva e frequentemente superexpressa por mutagdes) e a classe D que
compreende as enzimas do tipo OXA, capazes de hidrolisar oxacilina ou cloxacilina
(Van Duijkeren et al., 2018; Nasrollahian, 2024). Outros tipos de enzimas
inativadoras produzidas sao as modificadoras de aminoglicosideos (EMAs), capazes
de transferir grupamentos funcionais que diminuem ou cessam completamente a

eficacia dessa classe de antibioticos (Elfadadny et al., 2024).
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Bactérias também podem apresentar resisténcia por modificagdes nos sitios
de ligagdes de antibidticos (como as Proteinas Ligantes de Penicilina (PLPs) ou as
subunidades ribossomais), o que confere resisténcia a uma gama de antibidticos
como os macrolideos e polimixinas (Van Duijkeren et al., 2018; Nasrollahian, 2024).
A modificacdo na permeabilidade da membrana também pode levar a resisténcia,
como exemplo a alteracdo estrutural de proteinas como as porinas, que sdo portas
de entrada comuns para certas classes de antibidticos (Davin-Regli, Lavigne e
Pages, 2019).

Além disso, a formacgao de biofiime, composta por uma comunidade de
microrganismos envolta em uma matriz polimérica extracelular (MPE) formada por
polissacarideos, proteinas, lipidios, enzimas e DNA extracelular, constitui um
mecanismo importante para a sobrevivéncia e resisténcia bacteriana, especialmente
em ambientes de alta pressdo seletiva, como hospitais e servicos de cuidado a
saude (Maillard e Centeleghe, 2023). Os mecanismos de resisténcia associados a
formacdo de biofiime foram descritos como aumento da densidade celular,
transferéncia horizontal de genes de resisténcia, redugao do metabolismo bacteriano
e presenca de células persistentes responsaveis pela reconstrugao do biofilme apés
exposicdo a agentes antimicrobianos. Assim, promove a persisténcia de
microrganismos em superficies hospitalares e facilita a transferéncia de
microrganismos resistentes para ambientes com pacientes imunodeprimidos, como
Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) (Maillard e Centeleghe, 2023).

2.2 Grupo ESKAPE-E

Entre as bactérias com perfil de multirresisténcia, as que pertencem ao grupo
ESKAPE-E englobando espécies Gram-positivas e Gram-negativas, como
Enterococcus  faecium,  Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp e Escherichia
coli, sao consideradas os principais patdogenos causadores de Infecgdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e estdo no topo da lista de “Patégenos
Prioritarios” da OMS devido a severidade das infeccbes causadas e a necessidade
urgente do desenvolvimento de novos antibiéticos para combaté-las (Abukhalil et al.,
2024).
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O que une esses microrganismos € a sua capacidade de sobreviver e
colonizar o ambiente hospitalar e causar infecgdes em individuos
imunocomprometidos, bem como a ampla gama de resisténcia antimicrobiana
intrinseca a cada membro e sua capacidade de adquirir resisténcia por meio de

mutagdes ou transferéncia de genes (Miller e Arias, 2024).

2.2.1 Enterococcus faecium

As bactérias do género Enterococcus sado Gram-positivas amplamente
distribuidas no ambiente e colonizadoras do trato gastrointestinal, reconhecidas
tanto por seu papel probidtico e contribuicdo para a manutencdo da microbiota
quanto por atuarem como patégenos oportunistas capazes de causar infecgdes
graves, incluindo septicemia, endocardite, infecgdes do trato urinario e infecgcbes de
lesdes cirurgicas (Marekovic et al., 2024; Cairns et al., 2023; Wei et al., 2024).
Algumas cepas apresentam resisténcia a diversos antibiéticos, tanto de forma
intrinseca quanto adquirida (Cairns et al., 2023).

Dentre as resisténcias comuns nesse género, destaca-se o fato de que
Enterococcus geralmente sdo naturalmente resistentes a cefalosporinas,
aminoglicosideos, macrolideos, clindamicina e trimetoprima-sulfametoxazol
(Marekovic et al., 2024; Cairns et al., 2023). A resisténcia a beta-lactamicos é
associada a expressao de Proteinas Ligantes a Penicilina de baixa afinidade (Cairns
et al., 2023).

No entanto, os Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) merecem
atengao especial devido a sua maior capacidade de causar infecgbes na corrente
sanguinea e altos indices de mortalidade (Cairns et al., 2023; Marekovic et al.,
2024). Cepas VRE possuem um indice de mortalidade de 18% em pacientes
internados, que aumenta para 57% em infecgdes que durem mais de 30 dias, e
foram responsaveis por cerca de 250 mil mortes em 2019 (Wei et al., 2024).

Essas bactérias possuem nove genes que conferem resisténcia a
vancomicina e glicopeptideos, no geral: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL,
vanM e vanN. Dentre eles, o gene vanA & o mais comum, conferindo alto nivel de
resisténcia tanto a vancomicina quanto a teicoplanina (Cairns et al., 2023; Ahmed e
Baptiste, 2018).

Os Enterococcus também demonstram grande capacidade de sobrevivéncia

no ambiente hospitalar, devido a sua tolerancia ao calor, ao hipoclorito de sddio e a
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preparacdes a base de alcool, o que dificulta o controle de infec¢gdes nosocomiais
(Cairns et al., 2023).

As duas espécies de maior relevancia clinica do género sao Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium. Embora a resisténcia a glicopeptideos, como a
vancomicina, possa ocorrer em ambas, ela é predominantemente associada a E.

faecium (Cairns et al., 2023).

2.2.2 Staphylococcus aureus

A espécie Staphylococcus aureus € a de maior relevancia clinica dentro do
género Staphylococcus, sendo um colonizador comum da pele e do trato respiratério
superior de aproximadamente um tergco da populagdo mundial (Touaitia et al., 2025;
Lee et al., 2018). Trata-se de um patdgeno oportunista, capaz de causar infecgoes
quando as barreiras mucocutaneas ou os mecanismos imunologicos do hospedeiro
estdo comprometidos (Touaitia et al., 2025).

Uma das caracteristicas mais relevantes de S. aureus é sua capacidade de
produzir uma ampla gama de fatores de viruléncia, tais como toxinas, proteinas de
adesao e mecanismos de evasado imunologica, com muitos desses fatores sendo
codificados por elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons
(Cheung, Bae e Otto, 2021). Essa diversidade genética resulta em diferentes
padrées de infeccdo e em distintas estratégias de adaptacdo ao hospedeiro
(Cheung, Bae e Otto, 2021).

A resisténcia dessa espécie ocorre primariamente de maneira adquirida por
meio de elementos genéticos mdveis como plasmideos, transposons e cassetes, tal
qual o cassete cromossémico Estafilocécico mec (SCCmec) que possui 8 formas
diferentes e é responsavel por codificar o gene de resisténcia a meticilina e outros
antibidticos (Alghamdi et al., 2023).

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) exibem resisténcia a
maioria dos beta-lactdmicos, incluindo as cefalosporinas, por meio de varios
mecanismos, incluindo a producédo de uma PLP de baixa afinidade codificada pelos
genes mecA e mecC, e a produgcdo de betalactamases (Vittorakis et al., 2024;
Touaitia et al., 2025).

Glicopeptideos como a vancomicina sao considerados o principal tratamento
para MRSA, porém a transmiss&o horizontal de plasmideos contendo os genes de

resisténcia vanA e vanB, provenientes de cepas de Enterococcus sp., levou ao
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preocupante surgimento de cepas resistentes a vancomicina (VRSA) (Chambers e
Fowler Jr., 2024; Touaitia et al., 2025). Cepas intermediarias a vancomicina (VISA)
desenvolvem métodos alternativos de resisténcia, como uma produgao aumentada
de peptidoglicano (Touaitia et al., 2025).

A resisténcia a aminoglicosideos dessa espécie ocorre primariamente por
meio da produgcdo de EMAs como aminoglicosideo-acetil transferase, mas
mecanismos como a modificagdo do sitio alvo nos ribossomos e bombas de efluxo
também s&o contribuintes (Touaitia et al., 2025).

Cepas MRSA sao capazes de resistir a agao de fluoroquinolonas por meio da
modificacdo de subunidades da enzima topoisomerase |V, causadas por mutacdes
nos genes griA e gyrA. Foi observado que concentragdes subinibitorias dessa classe
de antibiéticos podem acelerar o desenvolvimento de resisténcia (Touaitia et al.,
2025).

A resisténcia a macrolideos ocorre primariamente por meio da modificacdo da
subunidade 50s do ribossomo bacteriano, via metilacdo do RNA ribossomal em
conjunto com bombas de efluxo e enzimas capazes de fosforilar essas drogas.
Proteinas protetoras do ribossomo podem se ligar a antibidticos como as

tetraciclinas, diminuindo sua efetividade (Touaitia et al., 2025).

2.2.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € uma bactéria Gram-negativa encapsulada sem
motilidade, comumente presente no meio ambiente e frequentemente associada
com o desenvolvimento de pneumonia em pacientes que sofrem de alcoolismo ou
diabetes mellitus. Coloniza tipicamente o trato gastrointestinal, orofaringe e
nasofaringe de seres humanos saudaveis (Stojowska-Swedrzynska et al., 2022).

K. pneumoniae € intrinsecamente resistente a carbenicilina, ticarcilina e
ampicilina devido a produgdo cromossomal da penicilinase SHV-1 (Braun et al.,
2024). Cepas MDR produtoras de beta-lactamases de espectro estendido e
carbepenemases estdo associados a indices de mortalidade entre 40 e 50%
(Stojowska-Swedrzynska et al., 2022). Essa espécie tem capacidade de produzir as
4 classes de beta-lactamases, sendo a carbapenemase produzida por K.
pneumoniae (KPC) a mais comum da classe A e disseminada por meio de
elementos genéticos moveis. A modificacdo de porinas também esta associada a

resisténcia a beta-lactamicos (Stojowska-Swedrzynska et al., 2022).
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K. pneumoniae também ¢€é capaz de produzir enzimas inativadoras de
aminoglicosideos, bem como modificar sitios de ligagao de antibidticos para resistir a
acao de tetraciclinas e polimixinas (Stojowska-Swedrzynska et al., 2022). Cepas
dessa espécie, a depender dos elementos genéticos moéveis a sua disposigéo,
podem ser classificadas em K. pneumoniae classica (cKp) ou K. pneumoniae de alta
viruléncia (hvKp), onde ambas sao capazes de se tornar multidroga resistente (Wang
et al., 2020).

A variante hvKp é mais frequentemente encontrada no continente asiatico, e
como 0 home sugere, se apresenta de maneira mais agressiva que a variante cKp.
Podendo infectar individuos saudaveis e sem nenhuma comorbidade, bem como
infectar multiplos sitios corpéreos simultaneamente, caracteristicas incomuns em
membros da familia enterobacteriaceae (Russo e Marr, 2019). Além disso, causa,
como sindrome clinica caracteristica, um abscesso hepatico mesmo na falta de
doenga concomitante no trato biliar do paciente (Russo e Marr, 2019). Também pode
causar meningite, abscessos nao hepaticos, endoftalmite e fascite necrosante,
sindromes normalmente nao associadas com infecgdes por K. pneumoniae classica
(Russo e Marr, 2019).

A alta viruléncia da hvKp se deve a dois grandes e altamente similares
plasmideos, pK2044 e pLVPK, que contém os genes iuc (responsavel pela producao
do sideréforo aerobactina), peg-344 (um transportador metabdlico de funcao
desconhecida) e dos genes rmp-A e rmp-A2 (reguladores que regulam a produgao
da capsula) (Russo e Marr, 2019). O patétipo hvKp é mais resistente a fagocitose,
atividade neutrofilica e ao sistema complemento, em parte por sua produgao
aumentada do polissacarideo capsular, sendo inclusive capaz de sobreviver dentro
de  fagocitos  especializados como os neutroflos e  macréfagos
(Stojowska-Swedrzynska et al, 2022; Russo e Marr, 2019). Uma ocorréncia
preocupante que foi reportada é a transferéncia de plasmideos e outros elementos
genéticos moéveis entre cepas cKp e hvKp, fazendo com que cepas hvKp adquiram a
resisténcia antimicrobiana vista mais frequentemente em cepas cKp, ou que cepas
de cKp, muitas vezes ja multidroga resistente, adquiram os fatores de viruléncia

presentes nas hvKp (Russo e Marr, 2019).
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2.2.4 Acinetobacter baumannii

Bactéria Gram-negativa, membro principal do complexo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus, € um cocobacilo n&o fermentador obrigatoriamente
aerobico amplamente distribuido no meio ambiente, capaz de causar severas
infecgbes oportunistas (Scoffone et al., 2025; Boutzoukas e Doi, 2025). Possui uma
distinta capacidade de sobreviver em ambientes adversos, como hospitais e outros
servicos de cuidado a saude, especialmente em alas de queimaduras e neonatais
(Scoffone et al., 2025; Miller e Arias, 2024).

A aparicdo de cepas resistentes a beta-lactamicos levou a adocédo dos
carbapenémicos como terapia preferencial para infecgbes por A. baumannii, porém
Seu uso excessivo promoveu o0 aumento da resisténcia a essa classe resultando na
utilizagcdo das polimixinas, apesar de sua nefrotoxicidade, como tratamento para
cepas resistentes a carbapenémicos (Scoffone et al., 2025; Abukhalil et al., 2024).
Enquanto cepas resistentes tanto a polimixinas quanto a tigeciclina sao classificadas
como pan-drogas resistentes e de tratamento extremamente dificil (Scoffone et al.,
2025; Abukhalil et al., 2024).

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por A. baumannii sao
numerosos e incluem degradagao enzimatica de antibidticos, modificacdo de sitio
alvo, alteracdo da permeabilidade da membrana, bombas de efluxo e formagao de
biofilme (Scoffone et al., 2025).

A. baumannii é capaz de produzir varias enzimas inativadoras de antibioticos.
Dentre elas, é capaz de produzir as 4 classes de beta-lactamases o que lhe confere
resisténcia a penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (Scoffone et al., 2025;
Van Duijkeren et al., 2018).

Além dos mecanismos enzimaticos, a modificagdo de sitios-alvo é um
importante mecanismo para resisténcia em frente a beta-lactamicos (por meio da
modificagdo em genes que expressam as Proteinas Ligantes a Penicilina),
aminoglicosideos (por meio da modificagdo do RNA ribossomal que compde a
subunidade 30s dos ribossomos) e colistina (por meio da adigdo de moléculas ao
lipidio A) (Scoffone et al., 2025; Novovi¢ e JovcCi¢ 2023). Cepas de A.baumannii
também podem perder completamente a expressao de lipidio A, eliminando por

completo o sitio de ligacdo da colistina (Novovi¢ e JovCi¢ 2023).
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Mecanismos que alteram a permeabilidade da membrana levam
principalmente a resisténcia contra antibiéticos hidrofilicos como beta-lactamicos,
aminoglicosideos e tigeciclina, com outro fator agravante para esse tipo de
resisténcia sendo a grossa capsula rica em polissacarideos presente na estrutura da
A. baumannii (Venkateswaran et al., 2023).

As bombas de efluxo expressadas por esse microrganismo se dividem em
duas familias, Divisdo Celular de Nodulacdo de Resisténcia e Extrusao
Multi-Antimicrobiana e de Compostos Toxicos, que podem ser super-expressas caso
haja modificagdo nos seus genes regulatorios, resultando em resisténcia (Scoffone
et al., 2025).

A formacéao de biofilme torna A. baumannii notavelmente capaz de colonizar
superficies abioticas e dispositivos médicos, o que justifica a predominancia dessa
bactéria em pacientes imunocomprometidos em unidades de tratamento intensivo,
sendo reconhecido por sua capacidade de causar pneumonias associadas a
respiracdo mecanica, infecgdes de corrente sanguinea e trato urinario além de casos
de meningite secundaria (Boutzoukas e Doi, 2025).

A alta plasticidade genética apresentada por A. baumannii contribui para o
amplo desenvolvimento de resisténcia da bactéria, permitindo que a bactéria
acumule mutagoes e integre facilmente ao seu DNA elementos genéticos moéveis
como plasmideos, ilhas de resisténcia e sequéncias de inser¢ao (Scoffone et al.,
2025).

2.2.5 Pseudomonas aeruginosa

Bactéria Gram-negativa distribuida de maneira cosmopolita na natureza e
colonizadora predominante de ambientes hospitalares, onde, assim como o resto
das bactérias ESKAPE-E, tem um papel de peso como causadora de infeccoes
nosocomiais (Elfadadny et al., 2024; Hu e Chua, 2025).

P. aeruginosa é classicamente associada com infec¢des do trato respiratorio,
particularmente em individuos submetidos a respiracao assistida mecanicamente por
longos periodos de tempo, como também acometidos por doencgas inflamatorias
cronicas do trato respiratério, como asma e principalmente fibrose cistica (Algasmi,
2024; Venkateswaran et al., 2023). Além disso, essa bactéria é capaz de causar

infeccdo em diversos sitios corpéreos, como a pele, particularmente em vitimas de
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queimaduras, ouvidos, trato urinario e corrente sanguinea (Venkateswaran et al.,
2023).

Esse microrganismo produz uma série de fatores de viruléncia que
possibilitam a colonizagao dos tecidos do hospedeiro (Venkateswaran et al., 2023).
Um desses fatores é a producao de alginato, um exopolissacarideo secretado pelo
microrganismo durante infecgdes respiratorias crénicas, que facilita a aderéncia e
age como barreira em frente a agentes antimicrobianos, a producéo de lipases e
fosfolipases, que dissolvem moléculas lipidicas das membranas celulares do
hospedeiro e facilitam a invasdo bacteriana, e a produ¢do de pigmentos como
piocianina e pioverdina, que causam estresse oxidativo nas células do hospedeiro e
inibem a fagocitose (Elfadadny et al., 2024; Venkateswaran et al., 2023; Miller e
Arias, 2024).

Similarmente a A. baumannii, P. aeruginosa possui uma capacidade notavel
de formacao de biofilme, tanto em superficies abidticas como catéteres e implantes
meédicos, desempenhando um papel importante na transmissao do microrganismo
para pacientes suscetiveis, quanto em tecidos do paciente, especialmente
importante nas infecgdes que acometem as vias respiratorias inferiores de pacientes
com fibrose cistica (Hu e Chua, 2025; Sendra et al., 2024).

Outros mecanismos de resisténcia apresentados por P. aeruginosa incluem a
super expressao de bombas de efluxo, particularmente da familia RND (Resistance
Nodulation Division) que € composta por dois mecanismos chave, multidrug efflux
(Mex) e outer membrane porin (Omr), que trabalham em sinergia para expulsdo de
compostos toxicos da bactéria do seu citoplasma e sdo responsaveis pela
resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, como beta-lactamicos,
cefalosporinas, ticarcilina, macrolideos, fluoroquinolonas, entre outros (Elfadadny et
al., 2024; Hu e Chua, 2025).

Outro fator de resisténcia intrinseco a essa espécie € sua membrana com
uma permeabilidade excepcionalmente baixa. Bactérias Gram-negativas em geral
possuem maior resisténcia antimicrobiana devido a sua parede celular mais
complexa, no entanto, em comparagcdo a outras bactérias dessa classe, P.
aeruginosa apresenta uma permeabilidade de membrana 12 a 100 vezes menor
(Elfadadny et al., 2024).

Cepas dessa espécie também expressam uma variedade de enzimas

inativadoras de antibiéticos, como beta-lactamases de classe C, de espectro
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estendido e metalobetalactamases capazes de neutralizar a maioria dos
beta-lactamicos. A resisténcia a aminoglicosideos também € mediada, em parte,
pela producao de enzimas especificas para essa classe, como aminoglicosideo
fosfotransferases, aminoglicosideo  acetiltransferases e  aminoglicosideo

nucleotideo-transferases (Venkateswaran et al., 2023; Miller e Arias, 2024).

2.2.6 Enterobacter spp.

Género de bactérias Gram-negativas moveis anaerdbias facultativas
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Miller e Arias, 2024). Sdo comensais
naturais do trato gastrointestinal humano, mas certas espécies, particularmente E.
cloacae e E. aerogenes, sao capazes de causar infecgdes em pacientes
imunocomprometidos como meningite, pneumonia, septicemia e infecgdes no trato
urinario e de sitios cirurgicos (Venkateswaran et al., 2023).

Os mecanismos de viruléncia expressos pelo género incluem a produgao de
endotoxinas como hemolisinas, e, adicionalmente, espécies do género expressam o
mecanismo de secregdo tipo 6 (Type Six Secretion System ou TSSS), capaz de
injetar proteinas efetoras citotoxicas diretamente no citoplasma das células do
hospedeiro (Venkateswaran et al., 2023).

Embora espécies do género variem em seus mecanismos de resisténcia, elas
compartilham a predominancia da produgao de beta-lactamases, especialmente a
cefalosporinase AmpC, expressa intrinsecamente em baixos niveis, porém passivel
de superexpressdo diante de concentragdes subletais de antibidticos ou mutagdes
(Davin-Regli, Lavigne e Pages, 2019). Cuja amplificacdo esta associada a cerca de
50% dos casos de resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao nesse grupo
(Davin-Regli, Lavigne e Pages, 2019).

Resisténcia em frente a outras subclasses de beta-lactamicos é conferida por
enzimas das familias TEM, SHV e CTX-M que sédo beta-lactamases de espectro
estendido, enquanto a resisténcia a carbapenémicos ¢é conferida por
carbapenemases como a KPC e OXA-48 (Sakalauskiene et al., 2024; Davin-Regli,
Lavigne e Pages, 2019).

Um mecanismo de resisténcia importante para Enterobacter spp. é a
variedade de porinas que sao expressas pelas bactérias e seu complexo sistema de
modulagao, com 5 tipos de porinas identificadas (Omp 35, Omp36, Omp37, LamB e
PhoE) (Davin-Regli, Pageés e Vergalli., 2024; Sakalauskiene et al., 2024).
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Salienta-se que a producao dessas porinas pode ser alternada, aumentada ou
diminuida apés a exposicao de antibiéticos, conferindo resisténcia a beta-lactamicos
e quinolonas e que modificagdes na estrutura também podem acontecer e diminuir a
susceptibilidade da bactéria aos antimicrobianos (Davin-Regli, Pagés e Vergalli.,
2024; Sakalauskiene et al., 2024).

Mutacbes nos sitios de ligagcdo dos antibiéticos contribuem para resisténcia
frente a polimixinas, por meio de alteragées nos lipopolissacarideos da parede
celular, e das quinolonas, por meio de alteragdes nos aminoacidos presentes nas
regides de determinagdo da resisténcia a quinolonas das enzimas alvo
(Sakalauskiene et al., 2024).

2.2.7 Escherichia coli

Embora seja uma bactéria comensal do trato gastrointestinal humano
reconhecida por sua atividade reguladora da microbiota intestinal e convivéncia
harmoniosa com o hospedeiro, E. coli apresenta diversas cepas capazes de causar
infecgbes tanto intestinais quanto em outros sitios corpéreos (Nasrollahian, 2024).
As cepas patogénicas de E. coli sao classificadas em diferentes patotipos, incluindo
as produtoras de toxina Shiga (STEC), enterohemorragicas (EHEC),
enteropatogénicas (EPEC), enteroagregativas (EAEC), difusamente aderentes
(DAEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC) e aderente-invasivas
(AIEC) (Nasrollahian, 2024).

As complicagdes médicas associadas com infec¢do por esse patdégeno sao
diversas e potencialmente severas, tais como meningite, disenteria, septicemia e a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) (Nasrollahian, 2024; Joseph et al., 2019). SHU
acomete principalmente criangas e é causada pelas toxinas produzidas por cepas
STEC, particularmente o sorotipo O157:H7, que penetram no epitélio intestinal e
liberam sua toxina causando morte celular por inibicdo da atividade ribossémica
(Joseph et al., 2019). Em sequéncia, a toxina atinge a corrente sanguinea, onde
consegue se infiltrar em células do endotélio vascular e desencadeia uma série de
eventos que aumentam drasticamente as chances de trombose, seja por lise dessas
células e exposicao do colageno e fator tecidual vascular, ou aumento da expressao

de fatores da coagulacao (Joseph et al., 2019).
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E. coli € o principal responsavel por infec¢des do trato urinario (ITU)
globalmente, estimando-se que cerca de 75% dos casos nao complicados e mais de
50% dos casos complicados sejam causados por essa bactéria (Zhou et al., 2023).

Os mecanismos que conferem resisténcia a E. coli sdo similares aos
presentes em outros membros do grupo ESKAPE-E, incluindo produgao de enzimas
inativadoras de antibidticos, principalmente as beta-lactamases, incluindo as de
espectro estendido, conferindo resisténcia também a outras classes como
fluoroquinolonas e sulfonamidas, e carbapenemases. Carbapenemases sao
especialmente relevantes, pois carbapenémicos sdo normalmente escolhidos para o
tratamento de cepas MDR de E. coli (Nasrollahian, 2024). Outras enzimas como as
beta-lactamases AmpC sao normalmente expressas em baixas concentragdes, mas
podem ter sua producdo aumentada em reacdo a certos beta-lactamicos
(Nasrollahian, 2024).

A modificacéo de sitios de ligagao, particularmente no ribossomo bacteriano,
confere resisténcia a macrolideos e aminoglicosideos a cepas de E.coli que
apresentam esse mecanismo. A superexpressao de bombas de efluxo, bem como a
modificagdo de porinas também levam a resisténcia a diversas classes de
antibidticos por meio da expulsdo do citoplasma e diminuicdo da entrada dos

farmacos (Nasrollahian, 2024).

2.3 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de metabdlitos
secundarios produzidos por plantas e armazenados em estruturas especializadas,
desempenham fungdes ecoldgicas essenciais relacionadas a defesa contra
herbivoros, protecéo frente a microrganismos e atracédo de polinizadores (Camina et
al., 2023). A composig¢ao quimica varia amplamente em fungéo de fatores genéticos,
condigdes ambientais, parte da planta empregada e estagio de desenvolvimento,
resultando em perfis quimicos altamente diversificados e bioativos (Camina et al.,
2023).

Os principais constituintes dos 6leos essenciais pertencem as classes dos
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), além de fendis, aldeidos e ésteres (De
Sousa et al, 2023). A variabilidade desses compostos confere aos OEs

propriedades biolégicas amplamente estudadas, como atividade antimicrobiana,
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anti-inflamatéria, antioxidante, analgésica e citotoxica, tornando-os potenciais
candidatos para uso nas areas farmacéutica, cosmética e alimenticia (De Sousa et
al., 2023).

A atividade antimicrobiana dos OEs tem recebido especial atengao diante do
aumento global da resisténcia bacteriana, uma vez que seus constituintes
hidrofébicos promovem desestabilizagdo da membrana citoplasmatica, alteracido da
permeabilidade, dissipagcdo do gradiente de prétons, vazamento de conteudo
intracelular e inibicao de sistemas enzimaticos vitais (Khwaza e Aderigbigbe, 2025;
Kong et al., 2024). Esses mecanismos foram observados em monoterpenos como
alfa-pineno, limoneno, linalol, carvacrol e timol, frequentemente associados a
capacidade dos OEs de atuar contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
inclusive patégenos multirresistentes (Khwaza e Aderigbigbe, 2025; Kong et al.,
2024).

2.3.1 Schinus terebinthifolius

Schinus terebinthifolius, conhecida como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa, é
uma espécie nativa da América do Sul amplamente utilizada na medicina tradicional
por suas propriedades anti-inflamatérias, cicatrizantes e antimicrobianas (Oliveira et
al., 2024). A composicao quimica do oleo essencial de S. terebinthifolius € marcada
majoritariamente por monoterpenos e sesquiterpenos, especialmente alfa-pineno,
beta-mirceno, limoneno, alfa-felandreno e beta-felandreno (Oliveira et al., 2024,
Ribeiro et al., 2025). Esses compostos sdo associados a desestabilizagdo de
membranas bacterianas, bem como danos ao seu DNA, disrupgcao de vias
metabdlicas e indugdo de estresse oxidativo nas bactérias (Khwaza e Aderigbigbe,
2025; Tang et al., 2022).

Nos ultimos anos, pesquisas tém reforgado o potencial antimicrobiano do 6leo
essencial de S. terebinthifolius, demonstrando agcao relevante contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo espécies resistentes, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Essa atividade
antimicrobiana tem sido relacionada a capacidade dos monoterpenos de interagir

com a membrana citoplasmatica, causando aumento de permeabilidade, perda de
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constituintes celulares e morte bacteriana (Costa da Silva et al., 2023; Cole et al.,
2014).

Além da atividade antibacteriana direta, ha evidéncias de que o 6leo essencial
apresenta atividade sinérgica com antibioticos, reduzindo a concentragdo inibitoria
minima (MIC) de farmacos convencionais e potencializando seu efeito contra cepas
multirresistentes (Costa da Silva et al., 2023). Do mesmo modo, estudos recentes
exploram seu uso em sistemas alimentares e produtos naturais, avaliando
propriedades antioxidantes, efeito conservante e aplicagdes em embalagens ativas
(Ribeiro et al., 2025).

A atividade antioxidante e anti-inflamatoéria de S. terebinthifolius também tem
sido objeto de pesquisa, sendo atribuida a presenca de terpenos e compostos
fendlicos capazes de neutralizar radicais livres e modular vias inflamatérias (Oliveira
et al., 2024). A diversidade de aplicagdes terapéuticas reforgca o valor farmacolégico
da espécie e motiva investigagdes sobre seguranga toxicoldgica, formulagbes e

potenciais usos clinicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Schinus

terebinthifolius frente a patégenos hospitalares pertencentes ao grupo ESKAPE-E.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizagado quimica do 6leo essencial;

e Determinar os valores de Concentracdo Minima Inibitéria e Concentragao
Minima Bactericida;

e Determinar o tempo de morte da bactéria que apresente os menores valores
de CMIl e CMB
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do 6leo essencial e caracterizagdo quimica por GC-MS e GC-FID

O dleo essencial dos frutos da aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius) foi
adquirido comercialmente por meio da empresa Terra Flor Aromaterapia, lote 23163.
Inicialmente, para a amostra do Oleo essencial foi preparada uma solu¢cdo em
hexano com alto grau de pureza (Sigma Aldrich Reagent Plus®, pureza 299%). Para
identificacdo dos compostos presentes na amostra do Oleo essencial, foram
retiradas aliquotas de 1 pL dessa solucéo e submetidas a analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas e cromatografia gasosa com detector
de ionizagcdo em chamas, para a quantificacao.

Foram seguidas as condicbes de analise apresentadas por Santos et al.
(2012), com adaptacdes incluindo o modelo do equipamento, o fluxo do gas de
arraste, o programa de temperatura do forno e o modo de inje¢cdo. O equipamento
utilizado nas analises via GC-MS é do tipo quadrupolo Agilent, modelo 5977 B,
equipado com uma coluna capilar de silica fundida HP-5ms nao polar (Agilent J&W)
(30 m x 0,25 mm i. d.; espessura do filme 0,25 mm). O gas hélio foi utilizado para
arraste, contendo uma taxa de fluxo total de 0,225 L/min. Foram mantidas as
seguintes temperaturas: do injetor (250 °C) e do detector (280 °C). A temperatura do
forno foi programada para iniciar em 40 °C, manter durante 1 min e, em sequéncia,
aumentar para 230 °C a uma taxa de 4 °C/min. Sendo esta ultima temperatura
mantida por 5 minutos. As aliquotas de 1 pL da amostra foram introduzidas
individualmente na coluna com o injetor, utilizando um split de 1:200. O potencial de
ionizacao foi de 70 eV, o intervalo de varredura foi de m/z 40 a 550, com uma taxa
de 0,5 varredura por segundo. Nas mesmas condicoes também foi injetado um

padrao de hidrocarbonetos C9-C26.

Para identificar a composicdo do 6leo essencial, foram utilizados os tempos
de retencdo dos compostos das amostras e dos presentes no padrdo de
hidrocarbonetos para o calculo do indice de retengcdo de Kratz (Van Den Dool e
Kratz, 1963), comparando-se os indices calculados para cada composto com os

respectivos valores na literatura (Adams, 2007). Além disso, foi avaliada a
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similaridade dos espectros de massa obtidos experimentalmente com aqueles

presentes na literatura (Adams, 2007) e em bibliotecas (NIST, Wiley).

Em relagdo a quantidade relativa dos compostos identificados, a mesma foi
obtida utilizando a cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chamas. O
equipamento utilizado nas analises foi o TRACE GC Ultra (Thermo Scientific),
equipado com uma coluna DB-5 nao-polar (60 m x 0,25 mm i. d.; espessura do filme
0,25 mm) e utilizando as mesmas condi¢des de analises via GC-MS. A quantificagao
foi feita em ftriplicata, calculando-se uma média para os teores de cada composto,
seguidos dos seus respectivos desvios padrdo, a partir da area relativa dos picos
nos cromatogramas, sendo essa area associada a composicdo relativa dos

compostos presentes na amostra de 6leo essencial.

4.2 Determinacdo dos valores de Concentragdo Minima Inibitéria e Concentracao

Minima Bactericida

A atividade antibacteriana do 6leo essencial foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), documento M0O7 (CLSI, 2024) com a adi¢cdo do solvente polissorbato 80
(Tween 80) a 10% para diluigdo do 6leo em meio de cultura. Foram utilizadas as
cepas: Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Enterococcus faecalis UFPEDA 138,
Enterobacter aerogenes UFPEDA 348, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396,
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416, Acinetobacter baumannii UFPEDA 1025B
e Escherichia coli UFPEDA 224, adquiridas por meio da Cole¢ao de Microrganismos
do Departamento de Antibidticos da UFPE (UFPEDA).

As cepas foram reativadas em caldo Nutriente, exceto E. faecalis, que foi
reativada em caldo Brain Heart Infusion (BHI). As suspensdes microbianas foram
padronizadas em espectrofotdmetro a 625 nm, obtendo densidade 6ptica entre 0,08
e 0,13 (10®* UFC/mL) e posteriormente diluidas para 10° UFC/mL. O éleo essencial
foi dissolvido em Tween 80 a 10% e passou por diluicdo seriada em caldo
Mueller-Hinton (MH) partindo da concentragao inicial de 219 mg/mL e chegando na
concentracéo final de 0,85 mg/mL nos pogos da microplaca. As suspensodes
bacterianas foram adicionadas ao caldo Mueller-Hinton (MH) resultando em

concentracao final de 1 x 10° UFC/mL.
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As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h, protegidas da luz. A CMI
(Concentracdo Minima Inibitéria) foi avaliada observando o crescimento nos pogos
da microplaca e a CMB (Concentracdo Minima Bactericida) foi avaliada por meio do
semeio do conteudo dos pocgos a partir do primeiro pogo em que 0 crescimento
esteve visivelmente reduzido ou ausente em meio agar Mueller-Hinton e avaliando o
crescimento apos incubacgao por 24h em estufa a 37°c. Os ensaios foram realizados

em duplicata, e os resultados expressos em mg/mL.

Figura 1. Ensaio de Determinacao da Concentragéo Inibitéria Minima.
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Fonte: Autor (2025)
4.3 Determinacéo do tempo de morte

A avaliacdo do tempo de morte bacteriana foi realizada com E. coli por
apresentar os menores valores de CMI e CMB conforme metodologia utilizada por
Israyilova e colaboradores (2022) com a adaptagcdo do uso de tubos de ensaio
visando facilitar a realizacdo do experimento. O d6leo essencial foi diluido em tubos
de ensaio contendo caldo Mueller-Hinton para atingir concentragdes de 0,5%, 1x e
2x do valor da CMI, em seguida, os tubos foram inoculados com a suspensao
bacteriana padronizada na concentragdo de 10° UFC/mL e as amostras foram

incubadas em estufa a 37°C. Em intervalos de 0, 4, 8, 12 e 24 horas, uma aliquota
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foi retirada para medicdo da densidade Optica em espectrofotdmetro a 625 nm,
comparando-se com o controle de microrganismos nos mesmos intervalos. Este

ensaio foi realizado em triplicata.

Figura 2. Metodologia do ensaio de Time-Kill
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Fonte: Autor (2025)
4.4  Analises Estatisticas

Os resultados do time-kill foram avaliados por meio de estatistica descritiva,
usando os parametros de média e desvio padrao. Os resultados foram expressos
como meédia + desvio padrao calculados a partir de 3 repeticdes independentes. A
meédia foi utilizada para representar o valor central das observagdes, enquanto o
desvio padrao foi empregado como medida de dispersdo dos dados em relagéo a
média. As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software OriginPro

2025b e os resultados sao apresentados em tabelas.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigdo quimica do 6leo essencial

Os resultados da caracterizacdo quimica do oleo foram apresentados na
tabela 1. Foram detectados 22 compostos no 6leo essencial, sendo 14 destes foram
identificados (correspondentes a 90,05% do OE), e 8 nao foram identificados
(correspondentes aos 9,95% do OE). Dos 14 compostos identificados, 9 sao
monoterpenos, classe que compdéem 84% do dleo, e os demais pertencem a classe
dos sesquiterpenos. Monoterpenos sdo uma classe de compostos quimicos
tipicamente associados com atividade antibacteriana, particularmente por disrupgéo
de membranas celulares, mas também, por mecanismos como inibicdo de bombas
de efluxo, aumento do estresse oxidativo nas bactérias, disrupcdo do metabolismo

energético entre outros mecanismos.

Tabela 1. Caracterizacdo Quimica do Oleo Essencial de S. terebinthifolius

Composto Conteudo médio (%)
delta-3-Careno 31,42
Silvestreno 14,83
alfa-Pineno 13,91
alfa-Felandreno 13,21
Terpinoleno 4,29
Mirceno 3,35
p-Cimeno 1,93
Sabineno 1,06
Cadina-1(6),4-dieno 0,45
alfa-trans-Bergamoteno >0,01
alfa-Humuleno >0,01
delta-Cadineno >0,01
Cariofileno >0,01

beta-Pineno >0,01
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Fonte: Autor (2025)

A caracterizagdo quimica do O6leo essencial de Schinus terebinthifolius
evidenciou um perfil atipico, com uma elevada concentracido de delta-3-careno
(31,42%) e silvestreno (14,83%), além quantidades relevantes de alfa-pineno
(13,91%), alfa-felandreno (13,21%), terpinoleno (4,29%) e mirceno (3,35%). Esse
perfil atipico deve ser considerado na interpretagao dos resultados de CMI e CMB,
uma vez que a atividade antimicrobiana geralmente decorre da agdo conjunta
desses compostos, e nao de seus efeitos isolados.

Oliveira et al. (2024) caracterizaram a composi¢cao quimica do 6leo essencial
extraido das folhas, frutos e galhos de Schinus terebinthifolius e avaliaram sua
atividade frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. A analise quimica revelou predominancia de beta-pineno (43,34%),
alfa-pineno (17,16%) e germacreno D (15,78%) nos frutos; germacreno D (20,41%),
cariofileno (11,73%) e alfa-copaeno (5,73%) nos galhos; e gama-gurjuneno
(16,85%), cariofileno (15,97%) e germacreno D (12,04%) nas folhas. As CMlIs
obtidas para S. aureus foram de 1,25 mg/mL (folhas), 10 mg/mL (frutos) e 2,5 mg/mL
(galhos); para E. coli, de 0,62 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL, respectivamente; e,
para P. aeruginosa, de 2,5 mg/mL, 5 mg/mL e 20 mg/mL.

Em outro estudo, Ramos et al. (2023) identificaram mirceno (28,2%),
alfa-pineno (20,2%) e germacreno D (15,3%) como principais componentes do éleo
essencial da espécie, cuja atividade antimicrobiana resultou em CMI de 256,9
mg/mL frente a S. aureus, enquanto E. coli ndo apresentou sensibilidade ao 6leo. A
variagdo em composi¢cdo quimica resulta da interacdo entre a planta e diversos
fatores bidticos, como a exposigdo a predadores e microrganismos, e abidticos,
como clima e umidade (Mansinhos et al., 2024; Guimaraes et al., 2023). Essa
variagao quimica condiciona ndao apenas a intensidade, mas também o espectro de

atividade antimicrobiana.

5.2 DETERMINACAO DOS VALORES DE CMI e CMB

No teste de microdiluicdo em caldo, o 6leo essencial apresentou atividade
contra todos os microrganismos testados, sendo a concentragdo de inibigdo a
mesma correspondente a concentracdo bactericida. A menor concentragdo minima

inibitoria (3,4 mg/mL) foi observada frente a Escherichia coli, enquanto as bactérias
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mais resistentes foram Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, tiveram
valores de CMI e CMB de 109,5 mg/mL. Os resultados s&o apresentados na tabela
2.

Tabela 2. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CMI) e Concentragao
Bactericida Minima (CMB) do Oleo essencial de S. terebinthifolius frente a bactérias do
grupo ESKAPE-E

Bactéria CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
Staphylococcus aureus 109.5 109.5
Klebsiella pneumoniae 109.5 109.5

Acinetobacter baumannii 13.6 13.6
Enterobacter aerogenes 27.3 27.3
Pseudomonas aeruginosa 6.8 6.8
Escherichia coli 3.4 3.4
Enterococcus faecalis 6.8 6.8

Fonte: Autor (2025)

O padrdao de atividade apresentado difere da literatura, que aponta
Gram-positivas como mais sensiveis a acdo de OEs devido a sua parede celular
menos complexa, composta por uma grossa camada de peptidoglicano, e mais
suscetivel a penetracdo do 6leo em comparagao a Gram-negativas (Ramos et al.,
2023; Serag, Daadeer, Elfayoumy, 2023; Dannenberg et al., 2019).

A maior atividade frente a Gram-negativas pode estar relacionada a
predominancia de delta-3-careno, monoterpeno cujo mecanismo de acado em frente
a Brochothrix termosphacta (cepa ACCC 03,870) e Pseudomonas fluorescens (cepa
ATCC 13,525) foi previamente estudado, verificando-se danos a membrana celular e
DNA bacteriano, além de interferéncia no metabolismo proteico e energético (Shu et
al., 2019). O mecanismo de agao do delta-3-careno foi estudado frente a
Pseudomonas Iundensis (cepa ATCC 49,968) e foi associada a trés proteinas
chaves que participam da sintese da parede bacteriana, transporte de moléculas

hidrofobicas e sintese de Adenosina Tri-Fosfato (Tang et al., 2021).

Em outro estudo realizado pelos mesmos autores foi analisado mecanismo de

acao do delta-3-careno frente a Pseudomonas fragi (cepa CGMCC 1.3349), sendo
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verificados danos a membrana celular, aumento do estresse oxidativo,
desordenacdo do metabolismo de aminoacidos e bloqueio do metabolismo
energético (Tang et al.,, 2022). A variedade de mecanismos que o delta-3-careno
apresenta mostra um grande potencial como composto antimicrobiano e o valida

como responsavel pela atividade mostrada pelo éleo essencial de S. terebinthifolius.

A acado frente a Pseudomonas pode estar relacionada a presenca do
Silvestreno, o qual também demonstrou atividade contra Pseudomonas aeruginosa
(cepa PAO1) no estudo realizado por Fekry et al., 2022 podendo ser observada
inibicdo do crescimento bacteriano na concentracdo de 91 mg/mL e a inibicdo de
fatores de viruléncia do microrganismo mesmo na concentragdo de 9,1 mg/mL
sendo capaz de reduzir a producéo de piocianina em até 88% e de protease em até
100% (Fekry et al., 2022). O éleo essencial de Prangos trifida presente no norte da
italia e rico em silvestreno apresentou atividade contra as Gram-positivas Bacillus
cereus e Bacillus subtilis (CMIs de 0,2 mg/mL e 0,12 mg/mL respectivamente) (Di
Napoli et al., 2023).

Alfa-pineno € um dos monoterpenos mais bem estudados em relagao a sua
atividade bioldgica (Allenspatch e Steuer, 2021). O composto teve sua atividade
antimicrobiana analisada isoladamente, por Wei et al. (2025), frente a 33 cepas
multidroga resistentes de Acinetobacter baumannii, apresentando valores de CMI
entre 0,078uL/mL e 1,25uL/mL. Alfa-pineno também foi relatado como composto
majoritario de diversos 6leos essenciais com agao antibacteriana (GaloviCova et al.
2023; Mirkovic et al. 2025). GaloviCova et al. 2023, reportou que o 6leo essencial de
Cupressus sempervirens tem como compostos majoritarios o alfa-pineno (40,5%) e
delta-3-careno (24,4%) e apresentou atividade contra as bactérias Yersinia
enterocolitica (CMI de 99,91uL/mL), Salmonella enterica (CMI de 82,87uL/mL),
Bacillus subtilis (CMI de 397,64uL/mL) P. aeruginosa (CMI de 401,67uL/mL), S.
aureus (CMI de 413,93uL/mL) e E. faecalis (CMI de 413,93uL/mL).

Enquanto Melo et al. (2014) reportaram auséncia de atividade antimicrobiana
para um Oleo de S. terebinthifolius rico em delta-3-careno e alfa-pineno quando
testado por disco-difusdo, os resultados obtidos neste estudo por microdiluigao
revelaram efeito bactericida consideravel, demonstrando a influéncia do método de

avaliacao no estudo de compostos hidrofébicos, como reportado por Sokovic et al.
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(2010).

Dalli et al. (2021) investigaram a atividade de um 6leo essencial de Nigella
sativa rico em alfa-felandreno (30,54%) frente a isolados clinicos de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (CMI de 3 uyL/mL e CMB de 5 uL/mL), Escherichia coli
(CMI e CMB de 20 pL/mL), Pseudomonas aeruginosa (CMI de 20 yL/mL e CMB de
30 pL/mL) e Acinetobacter baumannii (CMI e CMB de 20 uL/mL). De maneira
semelhante, Espinosa-Espinosa et al. (2023), avaliaram um 6leo essencial de
Bursera schlechtendalii, também rico em alfa-felandreno (31,1%), que demonstrou
atividade frente a E. coli isolada clinicamente, com CMI de 0,25 mg/mL e CMB de
0,5 mg/mL.

Apesar desses achados, ndo foram identificados estudos que avaliem
isoladamente o potencial antimicrobiano do alfa-felandreno ou elucidem seu
mecanismo de agdo contra bactérias. No entanto, a maior efetividade do dleo
estudado por Espinosa-Espinosa et al. (2023), em relagdo ao 6leo analisado no
presente estudo, sugere que uma concentragdo maior de alfa-felandreno possa

estar relacionada a uma maior atividade frente a Gram-negativos como E.coli.

Considerando que os quatro principais compostos majoritarios do oleo
avaliado nesta pesquisa demonstraram atividade antibacteriana frente a
Gram-negativas e Gram-positivas, seja isoladamente ou como componente
majoritario de oleos essenciais, € possivel afirmar que a sinergia entre esses
compostos € responsavel pela atividade comparativamente alta contra
Gram-negativas, devido a desestabilizagdo da parede celular, interferéncia no

metabolismo e danos ao genoma bacteriano.

Embora em menor quantidade, os compostos terpinoleno e mirceno também
ja foram previamente associados a atividade antibacteriana. Terpinoleno nao
apresentou atividade antibacteriana frente a S. aureus em um estudo feito por Scherf
et al. (2020), porém diminuiu a CMI da oxacilina em frente a uma cepa de S. aureus
portadora de beta-lactamase, indicando um atividade inibidora da enzima. Mirceno
foi relatado como componente principal, ainda que em pequena quantidade (2,16%),
do dleo essencial de orégano (Origanum vulgare) por Mraz et al (2025), que obteve

os melhores valores de CMI contra E. coli e S. aureus (128 ug/mL para ambos os
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microrganismos).

Em relacéo a inibicao de formagao de biofilmes, Peng et al (2018) avaliaram a
atividade antimicrobiana do delta-3-careno frente a S. aureus cepa ATCC 25923. Foi
determinada uma CMI de 10,39 mg/mL, com o composto sendo capaz de inibir a
formacédo de biofime em 80% mesmo em um quarto dessa concentracdo. Nao
somente, o dleo essencial de Carum carvi, rico em silvestreno, foi capaz de inibir a
producao de biofilme, um importante mecanismo de resisténcia para P. aeruginosa,
em até 73% e investigagdo por meio de PCR em tempo real revelou que o dleo
levou a uma diminuigdo da expressdo de genes essenciais para o mecanismo de
“Quorum-sensing” responsavel pela formacao de biofilme (Fekry et al., 2022). Ainda,
o alfa-pineno teve sua atividade antibiofilme estudada frente a A. baumannii, sendo
comprovado que o alfa-pineno diminui a expressdao dos genes relacionados a

formacao de biofilme na bactéria, como csuAB, ompA, bap e bfmR (Wei et al., 2025).

Considerando que o biofilme confere tolerancia aumentada a antibidticos e
antissépticos, contribuindo substancialmente para o perfil de resisténcia robusto de
diversas bactérias do grupo ESKAPE-E, a atividade antibiofiime demonstrada pelos
trés principais compostos do 6leo reforca seu potencial biotecnoldgico. Esses
resultados evidenciam a necessidade de investigar sistematicamente o quimiotipo de
S. terebinthifolius rico nesses monoterpenos, especialmente quanto a sua
capacidade de impedir a formacdo e maturagdo de biofilmes em patdégenos

multirresistentes.

5.3 DETERMINAGAO DO TEMPO DE MORTE
A avaliagdo do tempo de morte do d6leo essencial de S. terebinthifolius na
concentracdao correspondente a 0,5x CMI frente a E.coli que apresentou os

menores valores de CMI e CMB, e teve os resultados apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Determinacdo da Cinética de Morte (Time-Kill) do 6leo essencial de S.
terebinthifolius frente a E. coli na concentragcao de 0,5 vezes a CMI (1,7 mg/mL) em relacao

ao controle de crescimento do microrganismo.

Tempo (h) 0,5XCMI (UA) Controle de microrganismo (E.coli) (UA)
0 0,0155+ 0,00 0,0135 +0,00
4 0,091+0,00 0,032+0,00
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8 0,519 £ 0,01 0,245 + 0,00
12 0,811 £ 0,02 0,625 + 0,02
24 0,789 + 0,02 1,00 £ 0,00

Fonte: Autor (2025)

No grupo controle a densidade 6ptica aumentou progressivamente de 0,0135
UA (tempo 0) até 1 UA (tempo 24), enquanto no grupo tratado com 0,5 x CMI a
densidade optica variou de 0,015 UA (tempo 0) até 0,789 UA (tempo 24). O controle
apresenta crescimento acentuado entre o periodo de 4 e 12 horas. O tratamento
com o6leo essencial retardou a dindmica de crescimento, com o apice na média de
absorbancia no tempo 12h, seguido de estabilizacdo apdés 24h. Ao final do
experimento, o crescimento bacteriano observado nas amostras com 6leo foi 21,9%

menor do que no controle de microrganismo.

Embora se observe uma redugao no ritmo de crescimento e uma queda no
numero absoluto de células ao final de 24 horas, a concentragao correspondente a
0,5x CMI nao foi suficiente para impedir a multiplicagdo bacteriana. Achados
semelhantes foram descritos por Wang et al. (2020), que verificaram que
concentragdes subinibitérias (0,25 e 0,5%x CMI) do 6leo essencial de Cinnamomum
camphora reduziram a velocidade de crescimento e a quantidade de bactérias

viaveis ao longo de 24 horas, mas n&o promoveram sua completa inibigao.

Os valores de crescimento bacteriano inicialmente superiores do grupo
tratado podem ser explicados como uma resposta de sobrevivéncia da bactéria em
frente a uma concentragcado subletal do 6leo. Efeitos similares foram relatados no
estudo realizado por lavicoli e colaboradores (2021), que explica o fenbmeno da
hormese, onde microrganismos, ao serem expostos a estimulos de baixo nivel, sdo
capazes de produzir respostas que aumentam sua resiliéncia. Dentre as respostas
microbianas descritas, maior crescimento bacteriano e maior producido de biofilme

sao apontadas.

Os resultados do ensaio realizado com a concentragao correspondente a 1x

MIC estao apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Determinagcdo da Cinética de Morte (Time-Kill) do 6leo essencial de S.

terebinthifolius frente a E. coli nas concentragdes de 1 vez a CMI (3,4 mg/mL) em relacao ao

controle de crescimento do microrganismo.

Tempo (h) 1xCMI (UA) Controle de microrganismo (E.coli) (UA)
0 0,013+0,00 0,0135+0,00
4 0,013+0,00 0,024 + 0,00
8 0,023 +0,00 0,286 + 0,00
12 0,016 £0,00 0,645+ 0,00
24 0,019 £ 0,00 1,13+ 0,04

Nessa concentragdo foi possivel verificar uma inibigdo, a densidade éptica
dos tubos teste permaneceu praticamente constante durante todo o periodo
experimental, variando em torno de valores baixos, sem crescimento. Os valores se
mantiveram constantes em contraste com o controle, que exibiu crescimento
progressivo a partir das 8 horas. A auséncia de aumento significativo sugere que o
O0leo essencial, em concentragdo igual a MIC, impede de forma consistente a

replicagao celular, mantendo a populacéo bacteriana praticamente inalterada.

Fonte: Autor (2025)

Os resultados do ensaio realizado com a concentragao correspondente a 2x

MIC estao apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Determinacdo da Cinética de Morte (Time-Kill) do 6leo essencial de S.

terebinthifolius frente a E. coli nas concentragbes de 2 vezes a CMI (6,8 mg/mL) em relagao

ao controle de crescimento do microrganismo.

Tempo (h) 2XCMI (UA) Controle de microrganismo (E.coli) (UA)
0 0,015+ 0,00 0,012 0,00
4 0,015+0,00 0,024 +0,00
8 0,045+0,00 0,287 +0,00
12 0,016 +0,00 0,585+ 0,02
24 0,019 £ 0,00 0,996 + 0,00

Fonte: Autor (2025)
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O efeito foi reforcado nos ensaios com 2x MIC, nos quais a densidade 6ptica
dos tubos teste apresentou comportamento semelhante ao observado em 1x MIC,
mantendo valores baixos e estaveis ao longo de todo o periodo. Concentragoes
supra-inibitérias de O6leos essenciais costumam causar danos mais extensos a
membrana e ao conteudo intracelular, como extravasamento de citoplasma e
proteinas intracelulares (Oliveira et al., 2024). No entanto, os dados obtidos
demonstram que o aumento da concentracdo do 6leo ndo apresentou um aumento
correspondente de atividade antimicrobiana, o que indica um platé na eficacia do

6leo em concentragcdes maiores que a CMI.

Os resultados dos ensaios de cinética de morte demonstram que o dleo
essencial de Schinus terebinthifolius apresenta acdo dependente da concentragao
frente a E. coli. Em 0,5x CMI, o 6leo ndao impediu o crescimento bacteriano, mas
reduziu significativamente sua velocidade e o valor final de biomassa, caracterizando
um efeito subinibitério compativel com padrdes ja descritos para outros o6leos

essenciais.

Em contraste, nas concentragbes de 1x e 2x CMI, o crescimento bacteriano
foi completamente suprimido ao longo de 24 horas, com manuteng¢ao de valores de
absorbancia baixos e estaveis, indicando interrupcdo da replicacdo celular. Dessa
forma, a cinética de acado confirma que o 6leo exerce efeito bacteriostatico em
concentragcdes subinibitorias e efeito bactericida consistente a partir de sua CMI,
reforcando seu potencial como agente antimicrobiano eficaz contra E. coli e
destacando sua relevancia para o desenvolvimento de formulagdes antissépticas e

outras aplicagdes biotecnologicas.

6 CONCLUSAO

O dleo essencial de Schinus terebinthifolius apresenta em sua composicao
quimica uma abundéancia de monoterpenos (delta-3-careno (31,42%) e silvestreno
(14,83%), alfa-pineno (13,91%), alfa-felandreno (13,21%), terpinoleno (4,29%) e
mirceno (3,35%)). Esses compostos sdo amplamente descritos na literatura como
agentes antimicrobianos com diversos mecanismos de acgdo, desde a
desestabilizagdo da parede e membrana bacteriana bem como disrupgado do

metabolismo bacteriano. Entretanto, o déleo apresentou um quimiotipo incomum,
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visto que a combinagao de delta-3-careno e silvestreno ndo € comumente reportada
na literatura referente ao 6leo essencial dessa espécie.

O ¢6leo apresentou atividade de amplo espectro contra todos os membros do
grupo ESKAPE-E, em especial E. coli (CMlI e CMB de 3,4 mg/mL), patégeno que
ocupa segundo lugar na Lista de Prioridade de Bactérias Patogénicas da OMS em
razdo da sua prevaléncia clinica, altos indices de mortalidade e multidroga
resisténcia.

A atividade comparativamente maior contra Gram-negativos € incomum em
Oleos essenciais devido a barreira adicional imposta pela parede celular mais
complexa dos Gram-negativos. A atividade atipica sugere que o quimiotipo incomum
descrito possua um efeito sinérgico entre os monoterpenos majoritarios capaz de
superar as barreiras intrinsecas dessa classe de microrganismo.

O teste de cinética de morte evidenciou uma atividade antimicrobiana
dependente da concentracdo do Oleo frente a E. coli. Em concentragdes
subinibitérias o crescimento bacteriano nao foi impedido, porém sofreu redugao ao
final das 24 horas. Adicionalmente, foi possivel observar uma resposta adaptativa da
bactéria nas primeiras horas do experimento, compativel com o fendbmeno de
hormese descrito na literatura.

A partir das concentragdes inibitérias de 1 e 2 vezes a CMI, o éleo foi capaz
de impedir completamente o crescimento bacteriano ao final das 24 horas. No
entanto, a auséncia de diferencas relevantes entre as concentracdes indica que o
oleo atinge efetividade maxima na CMI, caracterizando um platé de eficacia.

Os resultados obtidos reforgam que esse 6leo essencial possui propriedades
promissoras para aplicagdes biotecnoldgicas, especialmente no desenvolvimento de
agentes antimicrobianos alternativos e formulagdes antissépticas. A presenca de
monoterpenos funcionalmente ativos, muitos deles ja reportados como moduladores
de membrana, inibidores de biofilme e interferentes em vias regulatérias, amplia as
possibilidades de uso do 6leo em produtos destinados ao controle microbiano em
ambientes hospitalares, comunitarios e industriais.

Por fim, os achados destacam a importancia de estudos futuros voltados a
elucidacdao dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade antimicrobiana e
antibiofilme desse quimiotipo, bem como a avaliacdo de parametros fundamentais
para sua aplicacdo pratica, incluindo toxicidade, estabilidade fisico-quimica,

compatibilidade com diferentes matrizes e viabilidade de producdo em escala
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industrial. Dessa forma, o 6leo essencial de S. terebinthifolius se apresenta como um
candidato robusto para inovagcdo em produtos biomédicos e estratégias integradas

de enfrentamento da resisténcia antimicrobiana.
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Meios utilizados para realizagdo dessa pesquisa € sua composi¢ao

Meio agar Mueller-Hinton:

Componente Quantidade (g/L)
Extrato de Carne 2
Acido Hidrolisado de Caseina 17,5
Amido 1,5
Agar 17
pH Final: 7,3 + 0,1 a 25°C
Meio caldo Mueller-Hinton:
Componente Quantidade (g/L)
Extrato de Carne 2
Acido Hidrolisado de Caseina 17,5
Amido 1,5
pH Final: 7,4 £ 0,2 a 25°C
Meio caldo Nutriente:
Componente Quantidade (g/L)
Extrato de Carne 3
Peptona 5

pH Final: 6,8 + 0,2 a 25 °c

caldo Brain Heart Infusion (BMI)
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Componente Quantidade (g/L)
Infusdo Cérebro e Coragao 17,5
Peptona 10
Glicose 2
Cloreto de Sddio 5
Fosfato Disddio 2,5

pH Final: 7,4 £ 0,2a 25° c
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