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RESUMO

A espécie Eugenia brasiliensis Lam possui diversas propriedades medicinais e numerosos
compostos bioativos e Piper mosenii C.DC. pertence a um género de grande importancia
econbmica, rico em plantas utilizadas para fins medicinais, com varias atividades bioldgicas
comprovadas. Estas duas espécies sdo encontradas na Mata Atlantica e possuem composicao
quimica terpendide. Os 0leos essenciais extraidos de plantas sdo amplamente estudados, pois
possuem constituintes que atuam no combate aos microrganismos, sendo importantes para a
producdo novos farmacos que possam tratar infec¢bes causadas por agentes ja resistentes as
drogas comuns. A terapia luminosa por Light Emithing Diodes (LED) também representa uma
forma de tratamento usada na cura de infeccdes, apresentando acdo antibacteriana. Neste
estudo objetivou-se avaliar a constituicdo quimica e o potencial antibacteriano e modulador
dos dleos essenciais de Eugenia brasiliensis Lam (OEEb) e Piper mosenii C. DC.(OEPm)
associados a luz azul do LED. Os dleos essenciais das folhas foram obtidos através de
hidrodestilacdo e os componentes quimicos foram avaliados por meio de cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A avaliacdo da atividade
antibacteriana frente a Escherichia coli padrdao ATCC 25922 e multirresistente 06 e
Staphylococcus aureus padrdo ATCC 25923 e multirresistente 10 e a acdo moduladora de
antibidticos frente a cepas multirresistentes de E. coli 06 e S. aureus 10 foram testadas
utilizando o método de microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM). O efeito antibacteriano e combinado com aminoglicosideos associado ao uso do LED
azul também foi determinado. O composto a-muurolol (12,01%) foi majoritario no OEED,
enguanto que o a-pineno (14,59%) e o biciclogermacreno (12,25%) foram encontrados em
maior quantidade no OEPm. O OEED apresentou CIM > 1024 ug/mL para E. coli e S. aureus,
enquanto o OEPm apresentou CIM = 512 ug/mL para as cepas de S. aureus. No teste de
modulacdo utilizando o OEED foi possivel evidenciar sinergismo quando junto ao macrolideo
norfloxacina frente a S. aureus e associado a quinolona eritromicina contra E. coli. Para o
OEPm foram observadas interac@es sinérgicas junto aos farmacos gentamicina e eritromicina
apenas contra E. coli. Uma acdo promissora da luz azul de Led foi evidenciada em conjunto
com os 0leos essenciais testados, potencializando a acdo dos antibidticos aminoglicosideos
amicacina e gentamicina, principalmente frente a cepa bacteriana Gram negativa. Estes sdo
dados pioneiros, pois ndo sdao encontrados na literatura relatos de atividade moduladora de E.
brasiliensis Lam e de atividades bioldgicas de P. mosenii C.DC. Os resultados demonstram
um potencial antibacteriano do OEPm, bem como atividade moduladora de OEEb e OEPm
em associacdo com antimicrobianos de diferentes classes farmacoldgicas. A juncdo destes
6leos essenciais com a luz azul de LED revela a presenca de compostos quimicos
fotossensibilizadores nas espécies em estudo, que permitiram a interacdo da luz com as
celulas bacterianas e os farmacos.

Palavras-Chave: Eugenia brasiliensis. LED. Piper mosenii. Resisténcia bacteriana.
Modulacéo.



ABSTRACT

The species Eugenia brasiliensis Lam has several medicinal properties and numerous
bioactive compounds and Piper mosenii C.DC. belongs to a genus of great economic
importance, rich in plants used for medicinal purposes, with several biological activities
proven. These two species are found in the Atlantic forest and have terpenoid chemical
composition. Essential oils extracted from plants are widely studied because they have
constituents that act in the fight against microorganisms, being important to produce new
drugs that can treat infections caused by agents already resistant to common drugs.
Light therapy by Light Emission Diodes (LED) also represents a form of treatment to be used
to cure infections and may have antibacterial action. The objective of this study was to
evaluate the chemical composition and the antibacterial and modulatory potential of the
essential oils of Eugenia brasiliensis Lam (OEEb) and Piper mosenii C. DC. (OEPm)
associated with blue LED light. The essential oils from the leaves were obtained by hydro
distillation and the chemical components were evaluated by means of gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC / MS). The evaluation of antibacterial activity against
Escherichia coli standard ATCC 25922 and multidrug resistant 06 and Staphylococcus aureus
standard ATCC 25923 and multidrug resistant 10 and the modulating action of antibiotics
against multiresistant strains of E. coli 06 and S. aureus 10 were tested using the
microdilution method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The
antibacterial and combined effect with aminoglycosides associated with the use of the blue
LED was also determined. The a-muurolol compound (12.01%) was the majority of OEED,
whereas a-pinene (14.59%) and bicyclogermacreno (12.25%) were found in greater amounts
in OEPmM. OEEb had MIC > 1024ug/mL for E. coli and S. aureus, while OEPm pg/mL
showed MIC = 512 for S. aureus strains. In the modulation test using the OEEb it was
possible to show synergism when together with the macrolide norfloxacin against S. aureus
and associated with quinolone erythromycin against E. coli. Synergistic interactions with the
drugs gentamicin and erythromycin against E. coli were observed for the OEPm. A promising
action of the blue LED light was evidenced together with the essential oils tested,
potentializing the action of the aminoglycoside antibiotics amicacin and gentamicin, mainly
against the Gram-negative bacterial strain. These are pioneer data, as no reports of modulating
activity of E. brasiliensis Lam and biological activities of P. mosenii C.DC. are found in the
literature. The results demonstrate an antibacterial potential of OEPm, as well as modulatory
activity of OEEb and OEPm in association with antimicrobials of different pharmacological
classes. The combination of these essential oils with blue LED light reveals the presence of
photosensitizing chemical compounds in the species under study, which allowed the
interaction of light with bacterial cells and drugs.

Key words: Eugenia brasiliensis. LED. Piper mosenii. Bacterial resistance. Modulation.
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1 INTRODUCAO

O tratamento, cura e prevencdo de doencas atraves das plantas medicinais € umas das
mais antigas formas de terapia utilizada pelo homem. O acumulo de conhecimentos empiricos
sobre a acdo dessas espécies por diferentes grupos étnicos foi de fundamental importancia
para a sedimentacdo dessa pratica com passar dos anos (PERFEITO, 2012).

O uso desses vegetais com propriedades medicinais tornou-se relevante para a area da
salde tanto pela sua utilizacdo na forma de fitoterapicos como para descoberta de novos
fitofarmacos. De acordo com o Ministério da saide, 25% dos medicamentos elaborados estdo
relacionados de forma direta ou indireta as plantas medicinais através da unido do
conhecimento popular as tecnologias modernas (BRASIL, 2012).

No Brasil, essa pratica € bastante utilizada e isso se deve principalmente a
compatibilidade cultural, facil acesso e baixo custo. No entanto, muitas espécies ainda
permanecem sem estudos quimicos (LIMA; LIMA; MACIEL, 2014). Assim, se torna
necessaria a verificagdo dos seus constituintes secundarios em busca de isola-los, bem como a
avaliacdo da efetividade de sua acdo conhecida de forma empirica (MACHADO et al., 2008).

A espécie Eugenia brasiliensis Lam é uma planta florestal nativa pertencente a familia
Myrtaceae, conhecida popularmente como Grumixama (LORENZI, 2002). Possui uso
medicinal, apresentando propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes, acdo antibacteriana e
antifingica (GARCIA, 2016; LIMA, 2017; REVILLA, 2002; SIEBERT et al., 2017).

A planta Piper mosenii C. DC., pertencente a familia Piperaceae, ndo apresenta
atividades bioldgicas e nome popular relatadas na literatura. Entretanto, esta incluida no
género Piper, que possui diversas espécies das quais podem ser extraidos Oleos essenciais
com importante potencial para producdo de novas drogas e que ja apresentam atividades
biolégicas comprovadas, como antimicrobiana e antiproliferativa. (BERNUCI et al., 2016;
LOPEZ; HUDSON; TOWES, 2001; VELANDIA et al., 2018).

Estas duas espécies sdo encontradas na Mata Atlantica e possuem composi¢éo quimica
terpendide em seus Oleos essenciais (APEL et al., 2004; FISCHER et al., 2005; KRINSKI;
FOERSTE; DESCHAMPS, 2018).

Os oOleos essenciais extraidos de plantas séo amplamente estudados, pois possuem
constituintes que atuam no combate aos microrganismos. Por possuirem muitas aplicacdes
biologicas, como atividade antiparasitéria, antibacteriana e antifingica, demonstrando acdo

efetiva em pesquisas farmacoldgicas, se tornam importantes para a producdo novos farmacos
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que possam tratar infecgOes causadas por agentes resistentes (SARTO; ZANUSSO JUNIOR,
2014).

Estes também podem atuar como moduladores da resisténcia a antimicrobianos, pois
apresentam compostos que auxiliam na atividade desses farmacos, potencializando seu efeito
(CIRINO; SIQUEIRA JUNIOR, 2014; GIBBONS, 2005). Dessa forma, se torna uma
alternativa para tratamento de infeccdes a mistura de compostos bioativos com antibi6ticos,
que resulta muitas vezes em um efeito biologico positivo (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009).

A terapia luminosa por Light Emithing Diodes (LED) também representa uma forma
de tratamento a ser usado na cura de infec¢bes, podendo apresentar acdo antibacteriana,
inibindo espécies como Staphylococcus aureus e Escherichia coli (LIPOVISKY et al., 2010).
Esta é uma alternativa para cicatrizacao de feridas, reparacdo tecidual e tratamento de outras
patologias de pele, sem causar efeitos colaterais ao paciente (DOURADO et al., 2011).

Desta forma, a ampliacdo dos conhecimentos relacionados a espécies utilizadas para
fins medicinais, através de avaliacdo dos seus compostos quimicos, atividade farmacolégica e
sua acdo combinada com antimicrobianos e outros aparelhos ja utilizados para terapia é de
fundamental importancia tanto para a confirmagao e seguranga do seu uso terapéutico como
para o surgimento de novas formas de tratamento, contribuindo para o combate a resisténcia
microbiana (BLAIR, 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUTOS NATURAIS

De acordo com o Ministério da Saude, as plantas medicinais sdo aquelas, que
cultivadas ou ndo, sdo utilizadas com finalidade terapéutica, e estas, sdo notificadas como
drogas vegetais pela ANVISA, sendo elas plantas ou parte das mesmas, que contenham
substancias que desempenham papel terapéutico, apds colheita e preparacdo, usadas integras
ou trituradas (BRASIL, 2010).

Os medicamentos obtidos exclusivamente através de matéria prima vegetal sdo
conhecidos como fitoterapicos, estes possuem a seguranca e efetividade baseados em
evidéncias clinicas e publicacGes na literatura técnico-cientifica que demonstram seu uso
seguro e efetividade (BRASIL, 2014).

A utilizacdo de plantas como instrumento da manutengdo da salde e bem-estar,
coincide com o inicio da humanidade, pois desde as primeiras civilizacdes, algumas plantas ja
eram utilizadas, fossem com finalidade de cura, alimentacdo ou prevencdo de doencas, sendo
estas experiéncias passadas de uma geragcdo para outra, de maneira totalmente empirica
(SALVAGNINI et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009).

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saide), uma grande parcela da populagédo
mundial ainda faz uso de plantas medicinais, principalmente em paises subdesenvolvidos, nos
quais existem individuos, que por diversas razfes, ndo dispde total ou parcialmente da
medicina moderna (AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007).

Sdo varios os fatores que tem contribuido para esta grande utilizacdo, entre esses estdo
o0 seu facil acesso, pois muitas vezes sdo cultivadas nos quintais, baixo custo, a dificuldade
por parte da populacdo em obter assisténcia médica e o custo elevado de medicamentos
industrializados (FONTANELA; SPECK; PIOVEZAN, 2007; ISERHAD et al., 2009; ZENI;
BOSIO, 2007).

Baseado neste uso empirico, 0s 6leos essenciais e extratos das plantas medicinais estdo
sendo amplamente estudados por apresentarem resultados promissores no tratamento de
diversas enfermidades e com poucos efeitos colaterais. Estes possuem em sua constituicdo
metabolitos secundarios, que apresentam importantes atividades biologicas de interesse
farmacolégico (HOSSEINZADEH et al.,, 2017; SOBRINHO et al., 2011; SOUZA et al.,
2015).
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Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos orgéanicos volateis,
substancias com baixo peso molecular, lipofilicas, liquidas, que na maioria das vezes sdo
odoriferas. Muitos apresentam em sua constituicdo moléculas de natureza terpénica,
originadas do metabolismo secundario do vegetal (MORAIS, 2009).

Vérios estudos tém demonstrado suas propriedades antioxidantes, atividade
antibacteriana frente a cepas Gram positivas e negativas, antifingica e antiparasitaria,
representando um potencial na producéo de farmacos eficazes para o tratamento de infeccbes
(ANDRADE et al., 2012; SARTO; ZANUSSO JUNIOR, 2014).

2.2 Eugenia brasiliensis LAM

2.2.1 Caracteristicas gerais

A espécie E. brasiliensis é encontrada no Brasil, desde o Norte da Bahia até Santa
Catarina, podendo também estar presente em outros estados. Esta espécie € amplamente
cultivada devido aos seus frutos que sdo saborosos e consumidos pelo homem (AREVALO et
al., 2014; LORENZI, 2002).

E uma arvore de porte médio que apresenta frutificacdo entre os meses de novembro a
dezembro. Os frutos sdo do tipo baga e possuem forma globosa com cores variadas como
amarela, roxo-escuro ou preta e sdo conhecidos como “cereja brasileira", “ibaporoiti”,
“grumixaba” e “cumbixaba” (SUGUINO et al., 2011; DONADIO; MORO; SERVIDONE,
2002; SARTORI, 2012).

O género Eugenia possui espécies com grande potencial econémico, utilizadas como
plantas ornamentais, na comercializacdo dos frutos, extracdo de madeira e éleos essenciais,
apresentando também vasto potencial terapéutico, pois sdo utilizadas no tratamento de
infeccbes bacterianas, virais e fangicas e possuem atividade antidiarreica, antioxidante,
antimoluscicida (QUEIROZ et al., 2015).

A planta Eugenia brasiliensis Lam apresenta varias aplicabilidades, como sua
utilizacdo no reflorestamento de areas desmatadas, alimentacdo pelo consumo dos seus frutos,
além de possuir diversas propriedades medicinais e numerosos compostos bioativos, no
entanto ainda sdo poucos os estudos farmacologicos e quimicos sobre esta espécie
(BENFATTI et al., 2010; MAGINA et al., 2012; SUGUINO et al., 2011).
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Figura 1: Folha, flor e fruto de Eugenia brasiliensis Lam

Fonte: MAGINA, 2008

2.2.2 Caracteristicas quimicas

Espécies do género Eugénia apresentam em sua constituicdo flavonoides,
leucociantocianidina (polifenol pertencente a classe dos bioflavonoides), compostos fendlicos,
esteroides, &cidos graxos, limoneno, B-pineno, cineol, pulegona, céanfora, triterpenos e
compostos sesquiterpénicos (VELOSO, 2016).

Em estudos que relataram a composi¢do do 6leo essencial das folhas de Eugenia
brasiliensis Lam, foram descritos componentes como o e B-pineno, espatulenol, t-cadinol, a e
B- selineno (APEL et al., 2004; FISCHER et al., 2005).

Na pesquisa realizada por Moreno et al. (2007) foram identificados cinquenta e nove
compostos neste tipo de 6leo, sendo também os principais componentes encontrados a e f3-
pineno, juntamente com 1,8-cineol, enquanto que no O6leo extraido das frutas foram
observados compostos como 6xido de cariofileno e o —cadino.

Estudos realizados por Flores et al. (2012) identificaram 9 antocianinas partir dos
frutos comestiveis desta espécie: Delfinidina-3-glicosideo, Cianidin-3-galactoside, Cianidina-
3-glucosideo,  Cianidin-3-arabinoside,  Delphinidina-3-pentoside,  Cianidin-3-xilosido,
Malvidina-3-glucosideo, Delfinidina e Cianidina.

A presenca de catequina, miricetina, isoquercetina, rutina, quercetina e galangina foi
relatada por Siebert et al. (2017) no extrato hidroalcodlico das folhas e catequina,
isoquercetina, galangina e apigenina na fracao acetato de etila. Os compostos a-amirina e [3-
amirina (em uma mistura), betulina, acido 29-hidroxi-oleandlico também foram isolados de

diferentes extratos das folhas de Eugenia brasiliensis Lam (MAGINA et al., 2012).
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2.2.3 Uso etnofarmacoldgico

De acordo com Lamarca et al. (2013) as espécies pertencentes ao género Eugenia
apresentam grande potencial econdmico através da alimentacdo e também medicinal, sendo
seu uso na medicina tradicional preservado em diferentes comunidades. Estas espécies sdo
recomendadas para doencas estomacais e dores de garganta, apresentando propriedades
antiinflamatdrias ou antioxidantes.

A infusdo das folhas de Eugenia brasiliensis Lam é uma das principais formas da sua
utilizacdo como planta medicinal, podendo ser empregada no tratamento de reumatismo e
artrite; possuindo também acdo antidiarreica e diurética (REVILLA, 2002). Esta espécie
apresenta casca e folhas aromaticas e adstringentes, utilizadas como calmante, antidepressiva
e anti-inflamatdria (COLLA, 2015).

2.2.4 Atividades bioldgicas

No estudo de Magina et al. (2009) o 6leo essencial das folhas de E. brasiliensis
apresentou atividade moderada frente a cepas Gram negativas de Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e melhor inibicdo quando testado frente a bactéria Gram positiva
Staphylococcus aureus no teste de microdiluicdo em placas de 96 pogos.

Outras espécies do género Eugenia também apresentam atividade antimicrobiana em
seus Oleos essenciais, como o Cravo (Eugenia caryophyllata) que levou a formacéo de halos
de inibigcdo frente a cepas de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus em teste de disco
difusdo, em diferentes concentracoes testadas (POMBO et al., 2018).

O oOleo essencial extraido das flores frescas de Eugenia klotzschiana (Péra-do-
cerrado) demonstrou atividade antimicrobiana frente as formas tripomastigotas do protozoario
Trypanosoma cruzi e atividade citotoxica testada em células LLCMK2 (CARNEIRO et al.,
2017).

A inibicdo da transicdo morfologica de Candida albicans e Candida tropicalis foi
provocada pelo 6leo essencial de Eugenia uniflora (pitanga) quando associado ao farmaco
antifungico fluconazol, o que leva a interferéncia no processo de invasdo tecidual desses
fungos (SANTOS et al., 2018).

Em estudo que testou o extrato bruto e fragdes das folhas de E. brasiliensis, Magina et
al. (2012) observou uma menor atividade frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa, enquanto que a melhor acéo observada foi frente a bactéria Escherichia coli, em
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teste de microdiluicdo. Dentre as substancias isoladas no mesmo estudo, a quercetina extraida
da fracdo acetato de etila apresentou boa atividade frente a todas as cepas testadas.

Analisando a atividade antifungica e antibacteriana da polpa dos frutos de E.
brasiliensis por microdiluicdo em caldo frente a microrganismos causadores de infeccéo
urinéria, Garcia (2016) observou atividade efetiva frente a cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus e Candida albicans.

Em outro estudo, utilizando cepas de referéncia de Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma arginini e Mycoplasma hominis , a atividade antibacteriana de E. brasiliensis
Lam foi observada, sendo esta capaz de inibir o crescimento bacteriano, resultado importante
ja que estes achados podem constituir novas fronteiras nas areas da micoplasmologia
(BENFATTI et al., 2010).

Oleos essenciais de espécies de Eugenia foram testados quanto a atividade
antiinflamatdria nos modelos de pleurisia induzida por zimozan e lipolissacarideo (LPS) e foi
observada um importante resultado relacionado a espécie Eugenia jambolana, que levou a
reducdo de leucotitos totais e inibiu a migracédo de eosinofilos, além de reduzir potencialmente
a producdo de déxido nitrico in vitro. Neste estudo, o 6leo essencial de E. brasiliensis nédo
apresentou atividade anti-inflamatéria (HENRIQUES et al., 2006).

No entanto, em estudo de Siebert et al. (2017), utilizando extrato hidroalc6olico bruto
e a fracdo acetato de etila das folhas de E. brasiliensis, em camundongos com pleurisia aguda,
foi observado uma importante atividade anti-inflamatoria, pois 0s extratos inibiram a
migracao de leucdcitos para o local da inflamacéo e a fracdo acetato de etila levou a reducéo
de déxido nitrico nas amostras pleurais dos animais testados.

Em outra pesquisa, as antocianinas encontradas em frutos de Eugenia brasiliensis Lam
também apresentaram efeitos inibitérios da inflamacéo ocasionada pela exposicdo a fumaca,
estas diminuiram a ac¢&o da quimiocina Interleucina-8, desta maneira, estes compostos podem
representar uma nova forma de tratamento para a doenca pulmonar obstrutiva cronica
(FLORES et al., 2012).

Magina et al. (2010), utilizando extratos vegetais desta espécie, demostraram sua
capacidade antioxidante, pois estes apresentaram acdo sequestrante de radicais livres usando
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), potencial redutor e potencial inibidor da peroxidagéo
lipidica. Os autores atribuiram estas acdes ao alto teor de compostos fendlicos encontrados
nesta espécie.

O extrato bruto hidroalcodlico e acetbnico das folhas desta espécie também

apresentaram capacidade antioxidante, prevenindo alteracGes nas atividades enzimaticas, na
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peroxidacgdo lipidica e no conteudo total de sulfidrilas no sangue e figado de ratos tratados
com altas dosagens de 6leo de céco (LIMA, 2017).

No estudo de Dametto (2014), o potencial antioxidante dos extratos aquoso e
metanolico das folhas desta espécie foi avaliado atraves de ensaios de reducdo do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlio] e reacdes radicalares (inibidoras
de lipoperoxidagdo) e resultados promissores foram apresentados, importantes para
preservacdo do equilibrio redox em sistemas bioldgicos.

O oleo essencial de E. brasiliensis ndo foi estudado em realacdo a sua atividade
antioxidante, no entanto, em estudo com Oleo de espécie pertencente a0 mesmo género,
Eugenia caryophyllata, foi relatado potencial antioxidante pela neutralizagdo do DPPH, que
aumentou proporcionalmente ao aumento de concentracdo deste 6leo (SILVESTRI et al.,
2010)

Colla et al., (2012) concluiram que Eugenia brasiliensis Lam também pode apresentar
importante valor terapéutico no tratamento da depressdo, pois 0 seu extrato hidroalcodlico foi
avaliado quanto a sua atuacdo como antidepressor do sistema nervoso, apresentando efeito
mediado por sistemas serotonérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos, além de produzir
um sinergismo quando utilizado junto a antidepressivos fluoxetina, imipramina e bupropiona,
sugerindo que sua utilizacdo causa uma causa um efeito benéfico melhorando a eficéacia

desses farmacos.

2.3 GENERO Piper

2.3.1 Caracteristicas gerais

A espécie Piper mosenii C. DC. ndo apresenta nome popular ou atividades bioldgicas
relatadas na literatura. No entanto, varias espécies pertencentes ao género Piper possuem
importancia econdmica e atividades comprovadas, sendo também utilizadas como plantas
medicinais, como Piper crassinervium H.B. & K. (jaborandi), Piper hispidinervum C.DC.
(pimenta longa), Piper aduncum L. (pimenta-de-macaco), Piper nigrum (pimenta-do-reino), a
partir destas € possivel a extracao dos 6leos essenciais (GOGOSZ et al., 2012).

A familia Piperaceae encontra-se distribuida por toda a América e contém 5 géneros e
em torno de 500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005). O género Piper, pertencente a esta
familia é o mais rico do neotrdpico e se encontra entre os mais representativos no Brasil, com
272 espécies (BFG, 2015; CHRIST et al, 2018).
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Figura 2: Folha e espiga de Piper mosenii C. DC.

Lurst ANy e:

Fonte: FUNEZ, 2018

2.3.2 Caracteristicas quimicas

No estudo de Fidyt et al. (2016), utilizando 6leo essencial de espécies do género Piper,
o B-cariofileno, a-copaeno e pineno (a ¢ ) foram identificados como constituintes principais.
No dleo essencial obtido de folhas, flores e talos de espécies também deste género, o linalol
(37,2%) e o trans-P-cariofileno (8,8%) sdo a maioria na espécie Piper cumanense ; em Piper
subflavum, a-pineno (18,9%), trans-P-cariofileno (15,9%) e B-pineno (13,2%) s&o a maioria e
em Piper eripopodon o a-pineno (18,6%), B-pineno (16,1%) e P-cariofileno (11,6%) sdo
componentes marjoritarios (VELANDIA et al., 2018).

Na pesquisa de Bernuci et al. (2016) avaliando as composi¢Ges quimicas dos Oleos
essenciais de diferentes espécies do género Piper mostraram uma variabilidade quimica, com
compostos sesquiterpénicos predominantes na maioria nas espécies avaliadas. Estes autores
descreveram pela primeira vez a composicdo do 6leo essencial da espécie Piper mosenii C.
DC., tendo como compostos marjoritarios oxido de cariofileno e a-humuleno e outros
compostos como B-pineno, p-cimeno, (E) —cariofileno, biciclogermacreno, y-cadineno, trans-
calameneno, alo-aromadendreno, globulol, Viridiflorol e a —cadinol.

Krinski; Foerste; Deschamps (2018) tambem descreveram em seu estudo a presenca
de B-pineno, limoneno, (E)-cariofileno e Oxido de cariofileno no o6leo essencial das folhas

secas de Piper mosenii C. DC.
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2.3.3 Uso etnofarmacoldgico

De acordo com Nakamura et al. (2006) espécies pertencentes ao género Piper foram
listadas como remédio para aliviar dores no estbmago e como antiinflamatério, bem como
repelente de insetos. Raizes e frutos de espécies deste género tém muitas aplicacGes na
medicina, dentre elas o tratamento de problemas respiratérios como asma e bronquite
(PARMAR et al., 1997). Estas também sdo amplamente utilizadas para o tratamento de
vaginites, como antimicrobiano, no tratamento de acidente vascular cerebral e de diversos
distarbios intestinais (REDDY et al., 2004; WANG et al., 2017).

2.3.4 Atividades bioldgicas

As espécies Piper diospyrifolium e Piper aduncum apresentaram atividade contra
Leishmania amazonensis e foram mais seletivas para o parasita do que para os macréfagos.
Neste mesmo estudo Piper rivinoides, Piper cernuum e Piper diospyrifolium apresentaram
atividade moderada contra Mycobacterium tuberculosis (Bacilo H37Rv), resultados
importantes, pois sugerem o potencial das espécies pertencentes a este género para utilizacdo
terapéutica frente a microrganismos (BERNUCI et al., 2016).

O dleo essencial obtido das folhas de Piper hispidinervum (pimenta longa) apresentou
atividade antifingica frente a fitopatdgenos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides, através de método de diluicdo em agar, onde foi observada a
taxa de crescimento micelial (TCM) (ZACARONI et al., 2009).

Em pesquisa com teste de microdiluicdo para determinacdo da CIM dos o6leos
essenciais extraidos das folhas de P. marginatum Jacq, P. aleyreanum C.DC., P. dilatatum L.
C. Rich., P. aduncum L. e P. alatabaccum Trel & Yuncker, foi observada atividade
antifingica de todas as espécies estudadas frente a cepas de Candida spp., demonstrando a
importancia do género Piper no desenvolvimento de novas drogas antifungicas
(NASCIMENTO, 2011).

No estudo de Brazdo (2012), o éleo essencial de Piper aduncum foi testado frente a
cepas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus spp. atraves de metodologia de
microdiluicdo em caldo e contagem de unidades formadoras de col6nias. Este apresentou
moderada atividade antibacteriana frente as cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis e Staphylococcus lentus.
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O oleo essencial extraido dos frutos de Piper tuberculatum apresentou atividade
moduladora em associagdo ao farmaco imipenem frente as cepas multirresistentes de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, em teste de
microdiluicdo, mostrando ser uma alternativa na producdo de novos fitoterapicos (SALES, et
al., 2017).

Um estudo de avaliacdo da atividade antimicrobiana, utilizando o método de disco
difusdo, demonstrou que os extratos e fragdes das espécies de Piper apresentam potencial
antibacteriano e antifungico, nessa pesquisa o extrato etanélico bruto e as fragdes hexanica e
CHCIj; das folhas de Piper mollicomum mostraram atividade antibacteriana frente a cepas
padrdes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e as fracoes
hexanicas de Piper arboreum, de Piper caldense e de Piper mollicomum apresentaram
atividade antifingica frente a espécies padrdes do género Candida (Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida glabrata) (ALVES et al., 2016).

Krinski; Foerste; Deschamps (2018) analisaram a toxicidade de Oleos essenciais
obtidos das folhas secas de espécies brasileiras pertencentes a familia Piperaceae sobre ovos
de Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja). Neste estudo todos os produtos reduziram a
eclosdo larval, no entanto as espécies Piper fuligineum, Piper mollicomum, Piper mosenii,
Piper aduncum e Piper marginatum tiveram as menores concentragdes letais observadas. A
partir disso os autores concluiram que os 6leos essenciais de 16 espécies de Piper avaliadas
apresentaram potencial para uso como inseticidas vegetais.

Espécies deste género, utilizadas como plantas medicinais, Pimenta branca (Piper
nigrum L.) e pimenta longa (Piper longum L.) apresentam acgdo anti-inflamatdria, pois foi
possivel observar importante efeito no tratamento de lesdes em ratos com isquemia cerebral.
A fracdo diclorometano suprimiu a producdo de IL-1, IL-6 e TNF enqunato que a fracdo
diclorometano mostrou atividade contra a lesdo reduzindo os radicais livre de oxigénio
(WANG et al., 2017).

O tratamento oral com O6leo essencial de folhas, flores, raizes e caules Piper
amalago em ratos com pleurisia e edema de pata induzidos por injecdo de carragenina
demonstrou importante acdo antiinflamatoria, pois este produto natural foi capaz de reduzir
significativamente a migracao de leucocitos para a cavidade pleural e o para o edema de pata
(BARROS et al., 2015).

A atividade antiproliferativa dos 6leos essenciais obtidos das folhas, talos e flores de
Piper cumanense, Piper subflavum e Piper eriopodom foi avaliada em linhas celulares de

cancro da mama, do cancro do colo do utero e do cancro do figado. Estes 6leos essenciais
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mostraram atividade anti-p Piper amalagoroliferativa (IC so: 50 ug / ml) em células HelLa
(cancro do colo do atero) e / ou células MCF-7 (cancro da mama), reduzindo a viabilidade das
células cancerosas (VELANDIA et al., 2018).

2.4 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sdo medicamentos que revolucionaram o tratamento de infeccbes
bacterianas, apresentando grande impacto na saude, pois reduziram em todo o0 mundo as taxas
de morbidade e mortalidade relacionadas a essas infec¢cdes (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).
Para que sua acdo seja eficaz, € necessario que exista um alvo onde o mesmo atue na célula
bacteriana, a concentracdo ao atingir este alvo deve ser suficiente para destruir ou impedir a
reproducdo do microrganismo, nao podendo ocorrer alteracdo na estrutura ou inativacao deste
farmaco (COSTA, 2016).

A populacéo brasileira € uma das que mais consomem medicamentos, ocupando a
quarta colocacao no ranking mundial. De acordo com Sindicato das Industrias Farmacéuticas
cerca de 40% destes sdo antibidticos, o que demostra sua ampla disseminacdo no pais
(NOVARETTI et al., 2014).

Estes farmacos sdo classificados de acordo com o seu mecanismo de a¢do, podendo
atuar na inibicdo da sintese proteica, causando alteracdes na parede e na membrana celular,
inibindo a sintese de acidos nucléicos ou interferindo na sintese de folatos (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

As fluoroquinolonas séo antimicrobianos que atuam interrompendo a replicagédo do
acido desoxirribonucleico (DNA), através da inibicdo das enzimas DNA girase e a
topoisomerase 1V, que sdo importantes para replicacdo e transcricdio do DNA bacteriano
(KATZUNG; TREVOR, 2015; SCHOLAR, 2002) .

Esta classe apresenta atividade contra microrganismos Gram positivos e Gram
negativos, com um largo espectro de atividade, incluindo as bactérias anaerdébias e também
resistentes a outros farmacos. A sua administracdo é facil, além de apresentar boa absor¢éo e
possuir alto indice terapéutico, podendo ser utilizado em associa¢do a outros farmacos, com
poucas interagdes que causam efeitos colaterais (SILVA; HOLLENBACH, 2010; SOUZA,
2005).

Os aminoglicosideos sdo utilizados para tratamento de infeccGes bacterianas graves,
causadas principalmente por bactérias Gram negativas (BALAKUMAR; ROHILLA;
THANGATHIRUPATHI, 2010). Estes sdo constituidos por aminoagucares ligados a hexose
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ou aminociclitol e atuam na inibi¢do da sintese proteica, reduzindo a producgéo de proteinas e
causando a leitura incorreta do RNA mensageiro ao se ligar na porgdo 30S ribossomo
bacteriano, causando a morte da célula bacteriana pela alteracdo das funcGes da membrana
celular e consequente saida de componentes essenciais (OLIVEIRA; CIPULLO;
BURDMANN, 2006).

Os macrolideos apresentam amplo espectro de acdo, tendo agdo contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas (WANG, 2009). Sao antibioticos utilizados no tratamento de
diversas infeccBGes bacterianas, sendo a segunda classe mais importante utilizada para cura
desta patologia, estando atras apenas dos beta lactamicos (HU; HU, 2005). Estes agentes
atuam na porc¢do 50S do ribossomo, bloqueando a sintese proteica através da ligagdo com
RNA ribossomal, impedindo a formacéo da cadeia polipeptidica (VON NUSSBAUM, 2006).

2.5 RESISTENCIA BACTERIANA

A utilizacdo inadequada dos antibidticos pode levar a sérios problemas, como a
inducdo a resisténcia bacteriana, que se apresenta como um fendmeno ocasionado por
diversos mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos através da evolucdo e adaptacao
genética (SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018).

Esta pode ser natural, ou seja, intrinseca ao microrganismo que naturalmente resiste a
determinado antimicrobiano, ou adquirida, ocasionada pela aquisicdo de mecanismos, como
alteracdes na permeabilidade, impedindo que o antibiotico atinja o sitio de ligacdo da bactéria;
efluxo rapido (bomba de efluxo), ocorrendo através de proteinas que atuam como bombas que
expelem o medicamento; e alteraces no sitio de ligacdo, por meio de modificacBes genéticas
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).

Outro mecanismo de extrema importancia é a producdo de enzimas, como as
betalactamases, uma das principais formas pelas quais cepas bacterianas adquirem resisténcia
a antibidticos betalactamicos (RANG et al., 2012). Algumas enzimas também podem alterar a
estrutura quimica do agente antimicrobiano como é o caso das aminoglicosideocinases, tendo
como exemplo as bactérias Gram negativas produtoras de enzimas de adenilagdo,
fosforilacéo, ou acetilacdo, que alteram e inativam os aminoglicosidios (WRIGHT, 2005).

Os microrganismos que apresentam resisténcia podem causar infeccdes bem mais
graves em relacdo aquelas causadas por cepas comuns, e além de serem de maior gravidade
ainda apresentam menor resposta ao tratamento, prolongando assim o periodo da
antibioticoterapia e dificultando o progndstico do paciente (CASTANHEIRA, 2013).
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Outras consequéncias relacionadas a resisténcia séo retardo no estabelecimento de
terapias adequadas, maior utilizacdo de antibidticos de alto custo e amplo espectro,
necessidade de utilizacdo de farmacos com farmacocinética ndo muito conhecida e aumento
da mortalidade de pacientes com infeccGes, sendo este um dos principais problemas de saude
publica mundial (NATHAN; CARS, 2014; PILTCHER et al., 2018).

A organizagdo mundial de sadde (OMS) publicou em fevereiro de 2017 um
documento demonstrando as principais bactérias que devem ser estudadas na pesquisa de
novos antibioticos, por apresentam escassas opcdes de tratamento. Entre essas, encontram-se
espécies Gram negativas de Enterobactérias resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas,
como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e espécies Gram positivas, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e vancomicina (WHO, 2017).

Bactérias multirresistentes ndo se restringem mais ao ambiente hospitalar, pois,
atualmente, sdo comumente isoladas de pacientes com infec¢bes comunitérias, além disso, 0
surgimento e aprovagdo de novas drogas ndo ocorrem na mesma velocidade do crescente
desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia, dessa forma os antibidticos passaram a ser
um recurso nao renovavel e ameacado (LAZOVSKI, 2017; TRONCOSO, 2017).

Tendo em vista essa problematica, a atividade moduladora da resisténcia bacteriana,
principalmente com a utilizacdo de produtos naturais, apresenta grande importancia, pois estes
podem aumentar a acdo de antibidticos, reduzindo assim a quantidade utilizada destes
medicamentos, por consequéncia proporciona uma maior eficacia com reducdo dos riscos
inerentes a utilizacdo de antibidticos (MATIAS, 2010).

Sdo0 muitos os resultados que mostram eficacia na utilizacdo em conjunto de
antibidticos e derivados de produtos naturais, comprovando assim, esta acao sinérgica, que
vem se tornando cada dia mais uma importante e eficiente alternativa para o controle
bacteriano, principalmente tratando-se de cepas multirresistentes, como a MRSA
(COUTINHO et al., 2012).

2.6 FOTOTERAPIA

De acordo com Caffarel-Salvador et al. (2015) o uso da terapia fotodindmica é uma
nova forma de terapia antimicrobiana, esta que ja ¢ utilizada para tratamento de lesdes de pele
cancerosas tem sido avaliada quanto a eficiencia como recurso terapéutico de infecgdes. Este
¢ um método de baixo custo, que proporciona um reequilibrio biofisico e bioquimico para a
cura de doencas, além de ndo ser invasivo (BUENO; CRISTOFOLINLI, 2014).
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A fototerapia pode levar a alteragbes na membrana celular e atingir as mitocondrias
inibindo o processo de respiracao, esta pode também causar inativacdo de enzimas essenciais
para 0 metabolismo e impedir a divisdo celular (GREBENOVA et al., 2003).

Esta terapia torna-se um método alternativo muito importante para tratamento de
infeccBes locais como aquelas associadas a traumas, necrose e grangrena, ja que antibidticos
orais com efeitos sistémicos nédo sdo tdo efetivos para tecidos que ndo sdo bem perfundidos, e
0s microrganismos vem adquirindo cada vez mais resisténcia a estes medicamentos. Desta
forma, o uso da luz com dose e comprimento de onda adequado em associacdo a aplicacédo
topica de um fotossensibilizador na area afetada pode ser a solucéo para estas infecces de
dificil tratamento (LAPINSKI, 2018; PERUSSI, 2007).

A utilizacdo do aparelho de LED ¢é uma inovadora e poderosa terapia de luz néo
térmica utilizada para tratamentos cosméticos e de cancer de pele. A luz emitida por esses
aparelhos estd constatemente melhorando em brilho, eficiéncia energética e longevidade,
estando disponivel em comprimentos de onda variando de ultravioleta (UV) até infravermelho
proximo (NIR) (247 a 1300 nm) (BAROLET, 2008).

O LED azul pode atuar eliminando bactérias Gram positivas e negativas, acdo que
pode ocorrer através da inducdo do estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2017). Este efeito
acontece quando a luz é associada a compostos quimicos encontrados nas plantas medicinais,
que atuam como fotossensibilizadores, os quais serdo excitados resultando na formacéo de
espécies reativas de oxigénio intracelulares, que causam oxidacdo de constituintes essenciais
das células bacterianas com consequente morte destas (COUTINHO et al., 2009; RAGAZ et
al., 2013).

Estudos j& demonstram a atividade antibacteriana da luz de LED azul em associago
com produtos naturais e antibiéticos. Pereira et al. (2017), ao avaliar a atividade moduladora
através do contato gasoso e direto, demonstrou agdo sinérgica desta luz quando associada ao
oleo essencial de Eugenia jambolana e antibidticos frente as bacterias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Estes autores ressaltaram a importadncia de novos estudos
relacionando 6leos essenciais com as luzes do diodo emissor de luz para descoberta de novas
terapias eficazes contra bactérias resistentes.

Matias et al. (2017) utilizando também combinagéo entre antibidticos, 6leo essencial
de Cordia verbenacea DC. e luzes azul de LED verificou que esta associagdo pode modificar
a resisténcia de bactérias Gram negativas. Neste estudo foi observado efeito sinérgico entre 0s
antibioticos Ciprofloxacina e Norfloxacina, luz azul de LED e dleo frente a E. coli e S. aureus

utilizando metodologia de contato gasoso.
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No estudo de Goulart et al. (2010) foi demosntrado que o uso da terapia fotodindmica
utilizando laser em combinacdo com o corante rosa bengala(utilizado como
fotosensibilizador) foi capaz de reduzir signififcativamente a formacdo de biofilmes, que
apresentam bactérias mais resistentes aos antibidticos. Estes autores ressaltam a importancia
da realizagdo de novos estudos com diferentes fotossensibilizadores e luzes como o laser e
também o LED, pois estes podem surgir como uma opg¢ao para o tratamento clinico, em
conjunto com o uso de antimicrobianos, melhorando os efeitos destes e reduzindo os efeitos

colaterais nos pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil quimico e a ag8o antibacteriana e moduladora dos 6leos essenciais de
Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC. associados a luz azul de LED.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os compostos quimicos do éleo essencial de P. mosenii e E. brasiliensis por meio

de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/MS);

Determinar a concentracdo inibitéria minima dos Oleos essenciais de P. mosenii e E.
brasiliensis utilizando a metodologia de microdiluicdo frente a bactérias padrbes e

multirresistentes;

Verificar a eficacia dos 6leos na modulacdo da resisténcia bacteriana utilizando antibidticos
das classes: macrolideo, fluoroquinolona e aminoglicosideo por metodologia de

microdiluicao;

Avaliar o potencial modulador dos dleos em combinagGes com antibidticos aminoglicosidos e
luz azul do aparelho de LED.
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4 MATERIAL E METODOS

As amostras de 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC.,
assim como a metodologia de coleta do material, extracdo dos Oleos e determinacdo da
composi¢do quimica foram cedidas pela equipe do professor Luiz Everson, da Universidade
Federal do Parand, e fazem parte do projeto Biodiversidade quimica.

4.1 SELECAO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas de Eugenia brasiliensis Lam foram coletadas em Atalanta — Santa
Catarina, Brasil com coordenadas: 25° 29.830" S e 49° 00.919' W e uma altitude de 640
metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario Dr. Roberto Miguel Klein da
Universidade Regional de Blumenau (FURB) sob o0 nimero: FURB32094.

As folhas frescas de Piper mosenii C. DC. Foram coletadas na Reserva Bioldgica Bom
Jesus no municipio de Guaraquegaba - Parana, Brasil com coordenadas: S 25° 13.939’ e W
48°34.821° e uma altitude de 13 metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario do
Museu Botanico Municipal (MBM) em Curitiba sob o nimero: MBM396409 (SISGEN N°
A37FBDC).

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam (OEED) e de Piper mosenii
C. DC.(OEPm) foi realizada pelo método de hidrodestilagdo utilizando o aparelho tipo
Clevenger, onde 100g das folhas frescas e 509 das folhas secas, respectivamente, foram
trituradas e colocadas em um baldo de vidro juntamente com 1,0L de &gua destilada,
permanecendo em ebuli¢cdo por 2h e 30 minutos para extragdo do OEEb e 4,5 horas para
extracdo do OEPm (WASICKY, 1963).

As folhas de P. mosenii foram secadas com secador elétrico modelo FANEM - Mod.
320 SE com circulagdo de ar a 40° C por 24 horas. Para determinacéo do rendimento do 6leo
essencial em base seca, foi aferido a massa total de oleo essencial produzido em relacdo a

quantidade de massa seca de material botanico utilizada na extragao.
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4.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os 0leos essenciais foram diluidos em
diclorometano na proporgéo de 1 % e 1,0 pL da solugéo foi injetada, com diviséo de fluxo de
1:20 em um cromatdgrafo Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de
massas Agilent 5973N. O injetor foi mantido a 250 °C. A separacdo dos constituintes foi
obtida em coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm X
0,25 um) e utilizando hélio como gés carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240°C a uma taxa de 3°C min™. O detector de massas foi operado no
modo ionizagdo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s™ e faixa de massas de 40
a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260° C, a fonte de ions a 230° C e o analisador
(quadrupolo) a 150° C.

Para a quantificacdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatografo Agilent
7890A equipado com detector de ionizacdo por chama (DIC), operado a 280°C. Foram
empregadas as mesmas coluna e condi¢bes analiticas descritas acima, exceto pelo gas
carreador usado, que foi o hidrogénio, a uma vazdo de 1,5 mL min®. A composicio
percentual foi obtida pela integracdo eletronica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada
componente pela area total (area %).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparacdo de seus espectros de
massas com aqueles das espectrotecas (WILEY, 1994; NIST, 2016) e também por seus
indices de retencdo linear, calculados a partir da injecdo de uma série homdloga de
hidrocarbonetos (C7-Cy) e comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

4.4 ANTIBIOTICOS, MEIOS DE CULTURA E APARELHO

Os antibioticos liquidos norfloxacina, eritromicina, gentamicina e amicacina foram
obtidos de LaborClin, Brasil. Os meios de cultura Agar infusdo de coracdo (HIA) e Brain
Heart Infusion (BHI) foram adquiridos de HIMEDIA. O aparelho utilizado durante o
procedimento experimental foi Light Emithing Diodes- LED, que é um diodo emissor de luz,
da marca NEW Estética®, o qual possui os espectros de luz vermelha, azul e amarela,
permitindo também a combinacdo destas cores. A luz utilizada foi a azul, com um

comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho, de 415nm.
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4.5 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).
Foram utilizadas linhagens padréo e resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus 10,

respectivamente.
4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram pesadas 10 mg (10.000 ug) de cada 0leo a ser testado e diluidos em 0,5 mL de
DMSO. Em seguida, essa solucéo foi diluida 9,265 mL de agua, perfazendo um total de 9,765
mL de solugdo com concentracdo de 1024 pg/mL para cada substancia. Essa solucdo foi
utilizada para os testes de atividade antibacteriana e modulagdo. Os antibidticos utilizados no

teste também foram preparados na concentracao inicial de 1024 pg/mL.
4.7 PREPARO DOS INOCULOS

As culturas de bactérias foram semeadas em meio HIA e colocadas na estufa a 37°C
para crescimento por 24 horas. Apds esse periodo, foram coletadas amostras de cada cultura
microbiana e diluidas, em triplicata. Apds esse procedimento, foi testada a turbidez da solucéo
com tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10® UFC/mL). Essa suspenséo foi diluida 100 vezes,
em meio BHI, o que corresponde aproximadamente a uma suspensdo contendo 1 x 10°
UFC/mL.

Os Eppendorfs do teste foram preparados em triplicata para cada bactéria e para cada
substancia, cada um contendo 1350 uL. de BHI a 10% + 150 uL do inoculo (correspondente a

10% da solucéo total) para a CIM.
4.8 PREPARO DOS ANTIBIOTICOS
Os antibioticos utilizados no teste foram norfloxacina, eritromicina, gentamicina e

amicacina todos na concentragdo inicial de 1024 pg/mL, estes foram diluidos em agua

destilada estéril.
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4.9 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

Foram adicionados 100 uL da solucdo final dos in6culos em cada poco da placa de
microdiluicdo, e em seguida foi feita a microdilui¢do seriada com a solugdo de 100 pL de
cada o6leo, por coluna, variando nas concentracdes de 512 pg/mL no primeiro poco a 0,5
pug/mL no pendltimo poco. As microdiluicdes foram realizadas em triplicata. As placas foram
levadas a incubadora por 24 horas a 35 £ 2 °C. (NCCLS, 2003).

Ap0s esse periodo, as placas foram reveladas com corante especifico, a resazurina.
Esta solucdo foi preparada em &gua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Ap6s 0
periodo de incubagao, 20 pug/mL da solugdo indicadora foi acrescentada nas placas em cada
cavidade e ap6s uma hora em temperatura ambiente foi realizada a leitura do teste. Esta é
determinada através da coloracdo do meio de cultura, sendo considerada positiva para 0s
POGOS que ndo apresentaram crescimento microbiano, ou seja, permaneceram com a coloragédo
azul e negativa os que obtiveram coloragdo vermelha (SALVAT et al., 2001).

O controle positivo do teste foi realizado com os meios de cultura contendo o in6culo.
A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano, nos pocos de microdiluicdo conforme

detectado macroscopicamente.

4.10 MODULACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA POR CONTATO DIRETO

Para verificar a modulacdo do efeito antibacteriano foram utilizados antibioticos de
diferentes classes (norfloxacina, gentamicina e eritromicina) frente as cepas testadas, através
do método proposto por Coutinho et al. (2008). Os antibidticos foram diluidos em um volume
de 100 pL seriadamente nos pogos contendo o meio de cultura BHI a 10% e a suspensdo com
0 indéculo da cepa multirresistente, com o produto natural na concentracdo subinibitoria
(CIM/8). O controle positivo do teste foi realizado com o meio de cultura contendo o indculo.
As placas foram incubadas por 24 horas 35 * 2°C. Ap0s a incubacéo foi utilizado a resazurina

sodica para evidenciar a atividade moduladora.

4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA COM EXPOSICAO A LUZ DE
LED AZUL
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Para a realizacdo destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas
metodologias referentes ao teste de avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora por
contato direto. Os antibioticos utilizados foram os aminoglicosideos gentamicina e amicacina.
Apos isso, as placas foram subdividas em dois grupos, onde o primeiro foi submetido a luz de
LED azul durante vinte minutos e o segundo grupo nao foi submetido a luz de LED. As
placas foram incubadas a 37 °C, durante 24h. Os testes foram realizados em triplicata e para
determinacédo da CIM foi utilizada a resazurina sodica (PEREIRA et al., 2017)

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 e
analisados através de um teste ANOVA de duas vias, utilizando a média geométrica das
triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida foi feito um teste de
Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 é considerado significativo).
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5 CAPITULO |

O capitulo | descreve a composicdo quimica, a atividade antibacteriana e o efeito
modulador de antibioticos aminoglicosideos, associados aos efeitos da luz azul de LED, dos
6leos essenciais obtidos das folhas de Eugenia brasiliensis Lam (OEEb) e Piper mosenii C.
DC. (OEPm), utilizando a técnica de microdiluicdo. Os resultados presentes neste artigo
demonstram que o composto a-muurolol foi marjoritario no OEEb, enquanto que o a-pineno e
0 Bicyclogermacreno foram encontrados em maior quantidade no OEPm. Os dados obtidos
revelam que somente o0 OEPm apresenta atividade antibacteriana e que nas combinacdes dos
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desses efeitos proporcionados pela luz. Este artigo foi submetido para a revista Food and
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RESUMO

A resisténcia bacteriana representa um dos principais problemas de satde publica mundial.
Muitos trabalhos tém demonstrado que a utilizacdo em conjunto de antibidticos, produtos
naturais e luz pode ser utilizada no combate a esses microrganismos resistentes. Em vista
disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo fitoquimica e a atividade
antibacteriana e moduladora da luz azul do diodo emissor de luz (LED) associada a
antibidticos e aos 6leos essenciais de Eugenia brasiliensis Lam (OEEb) e Piper mosenii C.
DC.(OEPm). Os dleos essenciais das folhas foram obtidos através de hidrodestilacdo e 0s
componentes quimicos foram avaliados por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). A avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora de
antibidticos foram testadas utilizando o método de microdiluicdo para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM). O efeito antibacteriano e combinado com
aminoglicosideos associado ao uso do LED azul também foi determinado. O composto a-
muurolol(12,01%) foi majoritario no OEEb, enquanto que o a-pineno(14,59%) e o
biciclogermacreno(12,25%) foram encontrados em maior quantidade no OEPm. OEEDb e
OEPm apresentaram uma CIM > 512 contra as linhagens testadas. Quando avaliada em
associacdo aos Oleos essenciais, a luz azul de Led potencializou a acdo dos antibioticos
aminoglicosideos amicacina e gentamicina, principalmente frente a cepa bacteriana Gram
negativa. Dessa forma, a juncdo destes Gleos essenciais com a luz azul de LED revela a
presenca de compostos quimicos fotossensibilizadores nas espécies em estudo, que
permitiram a interagdo da luz com as células bacterianas e os farmacos.

Palavras-chave: Eugenia brasiliensis Lam. LED. Modulagdo. Piper mosenii C. DC.
Resisténcia.

1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana se apresenta como um fendmeno ocasionado por diversos

mecanismos, seja através da evolugdo ou da adaptacdo (SAMPAIO; SANCHO; LAGO,
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2018). S&o consequéncias relacionadas a resisténcia um aumento tanto na morbidade quanto
na mortalidade de pacientes infectados, assim como um aumento nos custos de internagéo,
sendo a resisténcia a drogas um dos principais problemas de salde publica mundial
(NATHAN; CARS, 2014; PILTCHER et al., 2018).

A organizacdo mundial de sadde (OMS) publicou em fevereiro de 2017 um
documento demonstrando as principais bactérias que devem ser estudadas na pesquisa de
novos antibioticos, por apresentarem escassas opgdes de tratamento. Entre essas, espécies
Gram negativas de Enterobactérias resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas, como
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, bem como espécies Gram positivas, como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e vancomicina séo destacadas (WHO,
2017).

Tendo em vista essa problematica, os produtos naturais como 0s 0leos essenciais estdo
sendo amplamente estudados por apresentarem resultados promissores no tratamento de
diversas enfermidades, pois apresentam em sua constituicdo metabolitos secundarios com
importantes atividades bioldgicas (HOSSEINZADEH et al., 2017; SOUZA et al., 2015;
SOBRINHO et al., 2011). Muitos trabalhos tém demonstrado eficacia na utilizacdo conjunta
de antibi6ticos e produtos naturais como o0s 6leos essenciais através da demonstracdo de um
efeito sinérgico, principalmente contra linhagens multirresistentes (COUTINHO et al., 2012).

A planta Eugenia brasiliensis Lam (Myrtaceae) é uma espécie florestal nativa
conhecida popularmente como “grumixama” (LORENZI, 2002). Esta apresenta varias
aplicabilidades, como alimento ou devido as suas propriedades medicinais (BENFATTI et al.,
2010; SUGUINO et al., 2011; MAGINA et al., 2012). Dentre essas propriedades, podem ser
citadas as atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana, antidepressiva e antioxidante
(MAGINA et al., 2010; COLLA et al., 2012; SIEBERT et al., 2017; LAZARINI et al., 2018).

A espécie Piper mosenii C. DC. ndo apresenta nome popular ou utilizacdo como
planta medicinal relatadas na literatura, sendo raros os artigos encontrados com a utilizacao
desta espécie. No entanto, varias espécies pertencentes ao género Piper possuem importancia
econbmica sendo também utilizadas como plantas medicinais, apresentando propriedades
antimicrobianas e antiproliferativas (GOGOSZ et al.,, 2012; BERNUCI et al.,, 2016;
VELANDIA et al., 2018).

A terapia luminosa por diodo emissor de luz (LED) também representa uma forma de
tratamento usada contra infecgdes (LIPOVISKY et al., 2010). Esta é uma 6tima alternativa
para cicatrizagéo de feridas, reparacéo tecidual e tratamento de outras patologias de pele, sem

causar efeitos colaterais ao paciente (DOURADO et al., 2011).
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Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a constituicdo quimica e o
potencial antibacteriano e modulador dos 6leos essenciais de Eugenia brasiliensis Lam E
Piper mosenii C. DC. associados a luz azul de LED frente a cepas padrdes e multirresistentes

de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2 METODOLOGIA

As amostras de 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC.,
assim como a metodologia de coleta do material, extracdo dos Oleos e determinacdo da
composi¢do quimica foram cedidas pela equipe do professor Luiz Everson, da Universidade

Federal do Parana, e fazem parte do projeto Biodiversidade quimica.

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas frescas de Eugenia brasiliensis Lam foram coletadas em Atalanta — Santa
Catarina, Brasil com coordenadas: 25° 29.830" S e 49° 00.919' W e uma altitude de 640
metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario Dr. Roberto Miguel Klein da
Universidade Regional de Blumenau sob o niumero: FURB32094. As folhas frescas de Piper
mosenii C. DC. Foram coletadas na Reserva Bioldgica Bom Jesus no municipio de
Guaraquecgaba - Parana, Brasil com coordenadas: S 25° 13.939° ¢ W 48° 34.821° ¢ uma
altitude de 13 metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario do Museu Botanico
Municipal (MBM) em Curitiba sob o nimero: MBM396409 (SISGEN N° A37FBDC).

A extracdo do 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam (OEED) e de Piper mosenii
C. DC.(OEPm) foi realizada pelo método de hidrodestilacdo utilizando o aparelho tipo
Clevenger, onde 100g das folhas frescas e 509 das folhas secas, respectivamente, foram
trituradas e colocadas em um baldo de vidro juntamente com 1,0L de agua destilada,
permanecendo em ebulicdo por 2h e 30 minutos para extracdo do OEEb e 4,5 horas para
extragcdo do OEPm (WASICKY, 1963). As folhas de P. mosenii foram secadas com secador
elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 40° C por 24 horas. Apos a
extragdo. Para determinagdo do rendimento de oOleo essencial em base seca, foi aferido a
massa total de dleo essencial produzido em relagcdo a quantidade de massa seca de material

boténico utilizada na extracao.
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2.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os 0leos essenciais foram diluidos em
diclorometano na proporgéo de 1 % e 1,0 pL da solugéo foi injetada, com diviséo de fluxo de
1:20 em um cromatdgrafo Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de
massas Agilent 5973N. O injetor foi mantido a 250 °C. A separacdo dos constituintes foi
obtida em coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm X
0,25 um) e utilizando hélio como gés carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240°C a uma taxa de 3°C min™. O detector de massas foi operado no
modo ionizagdo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s™ e faixa de massas de 40
a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260° C, a fonte de ions a 230° C e o analisador
(quadrupolo) a 150° C.

Para a quantificacdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatografo Agilent
7890A equipado com detector de ionizacdo por chama (DIC), operado a 280°C. Foram
empregadas as mesmas coluna e condi¢bes analiticas descritas acima, exceto pelo gas
carreador usado, que foi o hidrogénio, a uma vazdo de 1,5 mL min®. A composicio
percentual foi obtida pela integracdo eletronica do sinal do DIC pela diviséo da area de cada
componente pela area total (area %).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparacdo de seus espectros de
massas com aqueles das espectrotecas (WILEY, 1994; NIST, 2016) e também por seus
indices de retencdo linear, calculados a partir da injecdo de uma série homdloga de
hidrocarbonetos (C7-Cy) e comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

2.3 ANTIBIOTICOS, MEIOS DE CULTURA E MICRORGANISMOS

Os antibioticos liquidos gentamicina e amicacina foram obtidos de LaborClin, Brasil.
Os meios de cultura Agar infusdo de coracdo (HIA) e Brain Heart Infusion (BHI) foram
adquiridos de HIMEDIA.

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).
Foram utilizadas linhagens padrdo e resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922,

Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus 10.
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2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram pesadas 10 mg de cada 6leo a ser testado e diluidos em 0,5 mL de DMSO. Em
sequida, essa solucdo foi diluida em 9,265 mL de agua destilada, perfazendo um total de
9,765 mL de solugdo com concentragdo de 1024 pug/mL para cada substancia. Essa solucdo foi
utilizada para os testes de CIM e modulagdo. Os antibidticos utilizados no teste também foram

preparados com concentragao inicial de 1024 pg/mL.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA POR CONTATO
DIRETO

As culturas de bacterias foram semeadas em meio HIA e colocadas na estufa a 37°C
para crescimento por 24 horas. Apos esse periodo, foram coletadas amostras de cada cultura
microbiana e diluidas, em triplicata. Ap6s esse procedimento, foi testado a turbidez da
solucdo com tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10® UFC/mL). Essa suspensdo foi diluida 100
vezes, em meio BHI, o que corresponde aproximadamente a uma suspensao contendo 1 x 10°
UFC/mL.

Para avaliar a atividade antibacteriana foram adicionados 100 pL da solucdo final dos
indculos em cada poco da placa de microdiluicdo, e em seguida foi feita a microdiluicdo
seriada com a solug¢do de 100 pL de cada 6leo, por coluna, variando nas concentracdes de 512
pg/mL no primeiro pogo a 0,5 pg/mL no ultimo pogo. As microdiluigdes foram realizadas em
triplicata. As placas foram levadas a incubadora por 24 horas a 35 + 2 °C. A determinagdo da
CIM bacteriana foi feita utilizando-se a adigdo de 20 uL de resazurina em cada pogo e
observacao ocular ap6s 1 hora (NCCLS, 2003).

Para verificar a modulacdo do efeito antibacteriano foram utilizados os antibi6ticos
amicacina e gentamicina frente as cepas multirresistentes. Os antibioticos foram diluidos em
um volume de 100 pL seriadamente nos pogos contendo 0 meio de cultura BHI a 10% e a
suspensdo com o inéculo da cepa multirresistente, com o produto natural na concentracéo
subinibitéria (CIM/8). O controle positivo do teste foi realizado com o meio de cultura
contendo o indculo (COUTINHO et al., 2008). As placas foram incubadas por 24 horas 35 +
2°C. Apos a incubacdo foi utilizado a resazurina sodica para evidenciar a atividade

moduladora.
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2.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA COM EXPOSICAO A LUZ DE
LED AZUL

O aparelho utilizado durante o procedimento experimental com LED foi o Light
Emithing Diodes- LED, da marca NEW Estética®. Foi utilizada a luz azul, com um
comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho de 415nm.

Para a realizacdo destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias
referentes ao teste de avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora por contato direto.
As placas foram submetidas a luz de LED azul durante vinte minutos e posteriormente foram
incubadas a 37 °C, durante 24h. Os testes foram realizados em triplicata e para determinagéo
da CIM foi utilizada a resazurina sodica (PEREIRA et al., 2017).

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 e
analisados através de um teste ANOVA de duas vias, utilizando a média geométrica das
triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida foi feito um teste de

Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 é considerado significativo).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO
A extracdo do 6leo essencial das folhas de Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii
C. DC. apresentou rendimento de 0,27% e 0,49%, respectivamente. No OEEb foram

evidenciados 20 compostos quimicos e no OEPm foram encontrados 18 compostos, como

pode ser observado nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Compostos quimicos identificados no 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam

IR Calculado Composicao %
935 tricicleno 7.27
980 sabineno 5.39
1030 limoneno 8.96
1034 1,8-cineol 4.84
1103 linalol 1.54
1196 a-terpineol 1.53
1425 E-cariofileno 2.69
1503 macrocarpeno 2.30
1521 y-cadineno 1.22
1530 d-cadineno 5.26

1576 longipinanol 1.01
1587 espatulenol 6.16
1593 2-a-0l- tuujopsan 6.11
1603 cubeban-11-ol 4.40
1613 5-epi-7-epi-a-eudesmol 2.12
1624 1,10-di-epi-cubenol 1.23
1638 1-epi-cubenol 4.35
1651 a-muurolol (=Torreyol) 12.01
1657 valerianol 3.60
1665 selin-11-em-4-a-ol 7.10

Tabela 2: Compostos quimicos identificados no 6leo essencial de Piper mosenii C. DC.

IR Calculado Composicéo %
935 a-pineno 14,59
980 B-pineno 2,72
1445 aromadendreno 2,12
1460 a-humuleno 3,85
1468 allo-aromadendreno 3,74
1483 D germacreno 1,08
1487 v- Muuroleno 2,77
1493 B-selineno 1,92
1504 biciclogermacreno 12,25
1531 d-cadineno 474
1587 fokienol 8,43
1592 globulol 6,15
1613 Sesquithuriferol 1,5
1619 epi-cedrol 1,89
1652 a-cadinol 2,02
1665 neo-intermedeol 1,62
1670 intermedeol 1,66
1695 acetato de cariofileno 4,73

Na avaliacdo da composi¢cdo quimica, o composto a-muurolol foi majoritario no
OEEb, enquanto que o a-pineno e o biciclogermacreno foram encontrados em maior

quantidade no OEPm ( Figura 1).
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Figura 1: RepresentacBes estruturais dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais de

Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C.DC.

a-muurolol biciclogermacreno a-pineno

A- Composto majoritario do OEEb ; B, C- Compostos majoritarios do OEPm

Em estudos que relataram a composi¢do do 6leo essencial das folhas de Eugenia
brasiliensis Lam, também foi descrito a presenca do espatulenol, bem como outros
componentes como o € B-pineno, t-cadinol, a ¢ B- selineno (APEL et al., 2004; FISCHER et
al., 2005). Moreno et al. (2007) descreveu como um dos componentes majoritarios deste 6leo
essencial o 1,8-cineol, composto também encontrado em menor quantidade no presente
estudo.

No estudo de Fidyt et al. (2016), utilizando 6leo essencial de espécies do género Piper,
o B-cariofileno, a-copaeno e pineno (a e ) foram identificados como constituintes principais,
concordando com a presente pesquisa, onde o a-pineno foi descrito como componente
majoritario. No entanto, Bernuci et al. (2016) descreveram pela primeira vez a composic¢do do
0leo essencial da espécie Piper mosenii C. DC. , tendo como compostos majoritarios 6xido de
cariofileno e a-humuleno e em menor quantidade, outros compostos como [-pineno, p-
cimeno, o -thujene, (E) —cariofileno, biciclogermacreno, y-cadineno, trans-calameneno, alo-
aromadendreno, globulol, Viridiflorol e « —cadinol.

Algumas diferencas entre a composicdo e a concentragdo de componentes dos 6leos
essenciais da mesma planta em diferentes estudos podem estar relacionadas a fatores
ecologicos e relacionados ao meio, como o clima, o relevo, temperatura e o tipo de solo, bem
como a parte da planta utilizada (ANDRADE et al., 2012). De acordo com Radinz et al.
(2012) o acumulo de principios ativos também pode variar de acordo com o periodo do ano,
devido a fatores genéticos e fisioldgicos da espécie, além disso, a idade e o processo de

secagem das folhas também pode interferir no rendimento de alguns constituintes.
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3.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR CONTATO DIRETO

Os resultados da avaliacdo antibacteriana dos 6leos essenciais estdo demonstrados na
Tabela 3, onde o OEPm apresentou melhor atividade, com uma CIM de 512 para as cepas de
Staphylococcus aureus testadas. A presenca da luz de LED azul foi indiferente nesse teste,
pois ndo causou alteracdo das CIM avaliadas.

Tabela 3: Média geométrica da CIM (ug/mL) dos 6leos essenciais de Eugenia brasiliensis

Lam e Piper mosenii C.DC. na auséncia e presenca da Luz de LED azul.

OEEDb OEPmM

Cepas ) )
) Luz ambiente LED Azul Luz ambiente LED Azul
bacterianas

SA 25923 > 1024 > 1024 512 512
SA 10 > 1024 > 1024 512 512
EC 25922 >1024 > 1024 > 1024 > 1024

EC 06 >1024 > 1024 > 1024 > 1024

O 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam ndo apresentou atividade antibacteriana
clinicamente relevante frente as cepas de S. aureus e E. coli, com CIM > 1024 ug/mL. Este
resultado discorda com o estudo de Magina et al. (2009), em que o bleo essencial das folhas
desta espécie apresentou atividade moderada frente a cepa de Escherichia coli (CIM igual a
624,9 ug/mL) e melhor inibicdo quando testado frente a Staphylococcus aureus (CIM igual a
156,2 pug/mL) utilizando também a metodologia de microdiluicéo.

Estas divergéncias podem estar relacionadas a diferencas na composicdo quimica do
produto utilizado, ja que Magina et al. (2009) identificaram como principais compostos 0
espatulenol (12,6%) e s-cadinol (8,7%), enquanto que no Oleo essencial do presente estudo o
composto majoritario foi o a-muurolol (12,01%), ndo havendo na literatura relatos sobre sua
acao antibacteriana.

Foi observada atividade antibacteriana frente a cepa padrdo e multirresistente de
Staphylococcus aureus quando utilizado o 6leo essencial de Piper mosenii C.DC. Um estudo
de avaliacdo da atividade antimicrobiana, utilizando o método de disco difusdo, demonstrou

gue as espécies de Piper apresentam potencial antibacteriano, nessa pesquisa 0 extrato
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etandlico bruto e as fracdes hexanica e CHCI; das folhas de Piper mollicomum mostraram
atividade frente a cepas padrdes de Staphylococcus aureus, assim como foi observado com a
espeécie utilizada no presente estudo (ALVES et al., 2016).

Em outra pesquisa, Dorman e Deans (2000), avaliando a bioatividade do a-pineno,
composto quimico majoritario no 6leo essencial de P. mosenii C.DC., observaram formagao
de halo de inibicdo frente a cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella pullorum,, Klebsiella
pneumoniae entre outras especies bacterianas. Em estudo que utilizou metodologia de
microdilui¢do para determinagdo da CIM, o a-pineno também apresentou atividade frente a
cepas de Mycobacterium tuberculosis, com CIM igual a 128 ug/mL (SIENIAWSKA et al.,
2018).

Na pesquisa de Silva et al. (2012) o enantiomero positivo do a-pineno apresentou
acao frente a uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) com uma
CIM de 4,150 pg/mL, este também foi efetivo contra os fungos Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, o que demonstra um efeito antimicrobiano relacionado a essa

substancia quimica.

3.3 EFEITO DA LUZ AZUL DE LED SOBRE A ATIVIDADE MODULADORA DE
AMINOGLICOSIDEOS

Nos testes de modulagdo do OEEb com aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina
em associacdo a luz de LED azul (Figura 2) foi evidenciado sinergismo com todas as
combinagbes frente a cepa multirresistente de Escherichia coli, com a luz de LED azul
potencializando ainda mais estes resultados. Frente a cepa multirresistente de Staphylococcus
aureus foi observado sinergismo quando associado o produto natural com o antibi6tico
amicacina ou a luz de LED azul com este mesmo antibiotico, neste caso a juncdo do OEEb

com a luz azul e os antibi6ticos ndo apresentou agdo significativa.
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Figura 2: Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) de antibioticos aminoglicosideos na
presenca e na auséncia do OEED frente a Escherichia coli 06 e Staphylococcus aureus 10 em
associacdo com a luz azul de LED.
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Na avaliacdo da atividade moduladora do OEPm em associacdo aos antibidticos
aminoglicosideos e a luz azul de LED (Figura 3) frente a E. coli, o 6leo essencial ndo foi
capaz de modular a acdo do farmaco amicacina mostrando indiferenca, no entanto, quando
associado a luz azul interagdes sinérgicas foram observadas. Quando avaliada a CIM
antibidtico gentamicina, todas as combinacdes apresentaram sinergismo frente a este
microrganismo.

Nos testes com o OEPm + antibidticos+ LED azul frente a S. aureus todas as
combinagdes diminuiram a CIM do farmaco amicacina, no entanto houve indiferenga quando

essas combinagOes foram testadas junto ao antibidtico gentamicina.
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Figura 3: Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) de antibioticos aminoglicosideos na
presenca e na auséncia do OEPm frente a Escherichia coli 06 e Staphylococcus aureus 10 em
associacdo com a luz azul de LED
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*** valor estaticamente significante com p<0.001
** valor estaticamente significante com p<0.01
* valor estaticamente significante com p<0.05
ns valor estaticamente n&o significante com p>0.05

Valor CIM (ug/mL)

E.coli 06 S.aur(leus 10

Os resultados evidenciam uma importante acdo moduladora da luz azul de LED, que
potencializou de forma significativa a acdo dos antibi6ticos aminoglicosideos e de forma mais
intensa quando associada aos Oleos essenciais das espécies de plantas estudadas,
principalmente frente a Escherichia coli. Estes 6leos essenciais podem modificar a acdo de
antimicrobianos frente a bactérias Gram negativas através de alteracdo da membrana
plasmaética bacteriana, facilitando a entrada dessas drogas (COUTINHO et al., 2009).

Os resultados observados no presente estudo corroboram com os dados obtidos por
Pereira et al. (2017), que ao avaliar a atividade moduladora através do contato gasoso,
demonstrou atividade sinérgica da luz azul quando associada ao 6leo essencial de Eugenia
jambolana e antibidticos frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Estes
autores ressaltaram a importancia de novos estudos relacionando 6leos essenciais com as
luzes do diodo emissor de luz para descoberta de novas terapias eficazes contra bactérias
resistentes.

Em seu estudo, Matias et al. (2017), utilizando também combinacg&o entre antibioticos,
6leo essencial de Cordia verbenacea DC. e luzes azul de LED verificou que esta associacao
pode modificar a resisténcia de bactérias Gram negativas. Neste estudo foi observado efeito
sinérgico entre os antibioticos Ciprofloxacina e Norfloxacina, luz azul de LED e ¢leo frente a
E. coli e S. aureus utilizando metodologia de contato gasoso. No entanto, quando testado 0s
antibidticos gentamicina e amicacina em associacéo a luz azul e o 6leo, a diminuigdo da CIM

so foi observada frente a S. aureus. Estes resultados diferem em parte do que foi observado no
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presente estudo e estas divergéncias podem ser explicadas pela metodologia utilizada ou
constituicdo quimica dos 6leos essenciais analisados.

De acordo com Caffarel-Salvador et al. (2015) o uso da terapia fotodindmica é uma
nova forma de terapia antimicrobiana, esta que ja é utilizada para tratamento de lesdes de pele
cancerosas tem sido avaliada quanto a eficiencia para o tratamento de infeccGes. Este é um
método de baixo custo, que proporciona um reequilibrio biofisico e bioquimico no tratamento
de doencas, além de néo ser invasivo (BUENO; CRISTOFOLINLI, 2014).

A fototerapia pode atuar causando a ativacdo de compostos quimicos, como foi
relatado anteriormente no estudo de Brito et al. (2012) em que compostos presentes na pele do
anfibio Rhinella jimi ndo apresentaram acgdo antimicrobiana, no entanto, ap6s associa¢do com
a luz ultravioleta estes foram ativados inibindo as cepas bacterianas testadas.

A luz de LED azul pode atuar eliminando bactérias Gram positivas e negativas, acdo
que pode ocorrer através da inducdo do estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2017). Este efeito
acontece quando a luz é associada a compostos quimicos encontrados nas plantas medicinais,
gue atuam como fotossensibilizadores, os quais serdo excitados resultando na formacéo de
espécies reativas de oxigénio intracelulares, que causam oxidacdo de constituintes essenciais
das células bacterianas com consequente morte destas (COUTINHO et al., 2009; RAGAZ et
al., 2013).

Este fato corrobora com a acdo da luz azul de LED observada no presente estudo, ja
que os 6leos essenciais e a luz tiveram sua acdo melhorada quando associados, com maior
reducdo da CIM dos antibioticos testados, demonstrando que nestes 6leos estdo presentes
substancias fotossensibilizadoras.

A associacdo de produtos naturais com antibiéticos aminoglicosideos tem efeito
sinérgico reduzindo a CIM e a dose necessaria para seu uso na terapia de infeccbes, o que
minimiza os efeitos colaterais dessa classe farmacoldgica (FIGUEIREDO, 2013). A luz de
LED pode atuar potencializando mais ainda este efeito, se tornando um promissor método

para 0 combate a resisténcia bacteriana.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que os 6leos essenciais de Eugenia
brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC. apresentaram acdo moduladora da atividade
antibiotica principalmente frente & cepa Gram negativa. Uma acdo promissora da luz azul de

Led foi evidenciada em conjunto com os 6leos essenciais testados, melhorando a eficéacia de



antibidticos aminoglicosideos frente a bactérias multirresistentes. Diante disto, torna-se
importante a realizacdo de outros estudos relacionados a essas espécies, bem como a
exploracdo do potencial das luzes de LED em conjunto com produtos naturais, afim de

elucidar seus efeitos diante dos microrganismos resistentes.
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6 CAPITULO II

O capitulo Il descreve a atividade moduladora dos 6leos essenciais de Eugenia
brasiliensis Lam (OEED) e Piper mosenii C. DC. (OEPm) em associa¢gdo com antibioticos de
diferentes classes farmacoldgicas frente a bactérias resistentes, utilizando a técnica de
microdiluicdo. Os resultados dos testes de concentragdo inibitéria minima indicam que o
OEEDb apresentou interacdes sinérgicas frente as cepas Gram positiva e Gram negativa,
enguanto que o OEPm melhorou a acdo de antibidticos somente frente a cepa Gram negativa.

Este artigo estd em traducdo para posterior submissao.
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RESUMO

A utilizacdo inadequada de antibi6ticos pode levar a sérios problemas, como a indugdo
a resisténcia bacteriana e as pesquisas utilizando Oleos essenciais extraidos de plantas
medicinais vem se tornando uma eficiente forma de combater este problema, pois estes 6leos
possuem diversas propriedades bioldgicas. Assim, o presente estudo teve como objetivo
analisar o perfil quimico e a atividade moduladora de antibi6ticos pelos 6leos essenciais de
Eugenia brasiliensis Lam (OEEb) e Piper mosenii C. DC.(OEPm). Os 6leos essenciais das
folhas foram obtidos através de hidrodestilacdo e os componentes quimicos foram avaliados
por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A
avaliagdo da atividade moduladora dos antibidticos norfloxacina(quinolona),
gentamicina(aminoglicosideo) e eritromicina(macrolideo) foi realizada utilizando o método
de microdiluicdo para determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM). O principal
composto encontrado no OEEDb foi o a-muurolol(12,01%), enquanto que o a-pineno(14,59%)
e 0 biciclogermacreno(12,25%) foram majoritarios no OEPm. No teste de modulagdo
utilizando OEEb, foi possivel evidenciar sinergismo quando junto a Norfloxacina e
eritromicina frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli respectivamente, enquanto que
OEPm apresentou um sinergismo quando associado a gentamicina e eritromicina contra E.
coli. A partir dos resultados observados foi possivel evidenciar que as trés classes de farmacos
testadas podem ter sua atividade melhorada na presenca dos Gleos essenciais, tornando- se
assim importante a realizagdo de novos estudos relacionados a estas espécies e seus
fitoconstituintes, contribuindo no combate a resisténcia bacteriana.
Palavras-chave: Escherichia coli. Modulagdo. Resisténcia. Staphylococcus aureus

1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo medicamentos que revolucionaram o tratamento de infeccOes
bacterianas, apresentando grande impacto na saude, pois reduziram em todo 0 mundo as taxas
de morbidade e mortalidade relacionadas a essas infec¢cdes (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

No entanto, a utiliza¢do inadequada desses antibidticos pode levar a sérios problemas, como a
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inducdo a resisténcia bacteriana, que se apresenta como um fenémeno ocasionado por
diversos mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos através da evolugdo e adaptacao
genética (SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018).

Esta pode ser natural, ou seja, intrinseca ao microrganismo que naturalmente resiste a
determinado antimicrobiano, ou adquirida, ocasionada pela aquisi¢do de mecanismos, como
alteracOes na permeabilidade, impedindo que o antibidtico atinja o sitio de liga¢do da bactéria;
efluxo rapido (bomba de efluxo), ocorrendo atraves de proteinas que atuam como bombas que
expelem o medicamento; e alteracfes no sitio de ligacdo, por meio de modificacdes genéticas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Este fendmeno ndo se restringe mais ao ambiente hospitalar, pois atualmente séo
comumente isoladas de pacientes com infeccBes comunitarias bactérias resistentes. Além
disso, o0 surgimento e aprovacdo de novas drogas ndo ocorrem na mesma velocidade que o
desenvolvimento dos mecanismos bacterianos de resisténcia (LAZOVSKI, 2017,
TRONCOSO, 2017).

As pesquisas utilizando 6leos essenciais vem se tornando uma eficiente forma de
combater este problema, pois varios estudos tém demonstrado suas propriedades
antioxidantes, atividade antibacteriana frente a cepas Gram positivas e negativas, antiflngica
e antiparasitéaria, representando um potencial na producdo de farmacos eficazes para o
tratamento de infeccdes (ANDRADE et al., 2012; SARTO; ZANUSSO JUNIOR, 2014).

A planta Eugénia brasiliensis Lam é uma espécie encontrada no Brasil, desde o Norte
da Bahia até Santa Catarina, conhecida popularmente como grumixama, esta € amplamente
cultivada devido aos seus frutos que sdo saborosos e consumidos pelo homem (AREVALO et
al., 2014; LORENZI, 2002). A infusdo das folhas desta espécie é uma das principais formas
da sua utilizacdo como planta medicinal, podendo ser empregada no tratamento de
reumatismo e artrite; possuindo também ac&o antidiarreica e diurética (REVILLA, 2002).

N&o sdo encontrados estudos relatando a importancia medicinal de Piper mosenii
C.DC. No entanto, varias espécies pertencentes ao género Piper possuem importancia
econbmica sendo também utilizadas como plantas medicinais, como Piper crassinervium
H.B. & K. (jaborandi) e Piper nigrum (pimenta-do-reino), sendo encontrados em espécies
deste género compostos quimicos como o B-cariofileno, a-copaeno e B-pineno (FIDYT et al.,
2016; GOGOSZ et al., 2012).

Com o consideravel aumento de cepas bacterianas multirresistentes aos antibiéticos
existentes no mercado, a busca por novas substancias a partir dessas plantas medicinais,

capazes de inibir e ou destruir estes microrganismos potencialmente fatais, torna-se
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indispensavel na tentativa de minimizar a mortalidade, bem como as possiveis complicacdes
decorrentes destas infecgdes (PINHEIRO; MENEGUELLLI, 2016).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo analisar o perfil quimico e a atividade
moduladora de antibidticos pelos 6leos essenciais de Eugenia brasiliensis Lam (OEEDb) e
Piper mosenii C. DC. (OEPm) frente a cepas multirresistentes de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

2 METODOLOGIA

As amostras de 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC.,
assim como a metodologia de coleta do material, extracdo dos Oleos e determinacdo da
composicdo quimica foram cedidas pela equipe do professor Luiz Everson, da Universidade

Federal do Parand, e fazem parte do projeto Biodiversidade quimica.

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas frescas de Eugenia brasiliensis Lam foram coletadas em dezembro de 2015
em Atalanta — Santa Catarina, Brasil com coordenadas: 25° 29.830' S e 49° 00.919' W e uma
altitude de 640 metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario Dr. Roberto Miguel
Klein da Universidade Regional de Blumenau sob o nimero: FURB32094. As folhas frescas
de Piper mosenii C. DC. Foram coletadas em agosto de 2015 na Reserva Bioldgica Bom
Jesus no municipio de Guaraquecaba - Parana, Brasil com coordenadas: S 25° 13.939’ e W
48°34.821° e uma altitude de 13 metros. Uma exsicata da espécie foi deposita no Herbario do
Museu Botanico Municipal (MBM) em Curitiba sob o nimero: MBM396409 (SISGEN N°
A37FBDC).

A extragdo do oleo essencial de Eugenia brasiliensis Lam (OEED) e de Piper mosenii
C. DC.(OEPm) foi realizada pelo método de hidrodestilacdo utilizando o aparelho tipo
Clevenger, onde 100g das folhas frescas e 509 das folhas secas, respectivamente, foram
trituradas e colocadas em um baldo de vidro juntamente com 1,0L de &gua destilada,
permanecendo em ebuli¢cdo por 2h e 30 minutos para extragdo do OEEb e 4,5 horas para
extragdo do OEPm (WASICKY, 1963). As folhas de P. mosenii foram secadas com secador
elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 40° C por 24 horas. Para
determinacéo do rendimento de 6leo essencial em base seca, foi aferido a massa total de 6leo
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essencial produzido em relagdo a quantidade de massa seca de material boténico utilizada na

extragdo.

2.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os 0leos essenciais foram diluidos em
diclorometano na proporc¢édo de 1 % e 1,0 uL da solucéo foi injetada, com divisdo de fluxo de
1:20 em um cromatdgrafo Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de
massas Agilent 5973N. O injetor foi mantido a 250 °C. A separagdo dos constituintes foi
obtida em coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm X
0,25 um) e utilizando hélio como gés carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240°C a uma taxa de 3°C min™. O detector de massas foi operado no
modo ionizacéo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s e faixa de massas de 40
a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260° C, a fonte de ions a 230° C e o analisador
(quadrupolo) a 150° C.

Para a quantificacdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatégrafo Agilent
7890A equipado com detector de ionizacdo por chama (DIC), operado a 280°C. Foram
empregadas as mesmas coluna e condi¢cBes analiticas descritas acima, exceto pelo gas
carreador usado, que foi o hidrogénio, a uma vazdo de 1,5 mL min™. A composicdo
percentual foi obtida pela integracdo eletrénica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada
componente pela area total (area %).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparacdo de seus
espectros de massas com aqueles das espectrotecas (WILEY, 1994; NIST, 2016) e também
por seus indices de retencdo linear, calculados a partir da injecdo de uma série homologa de
hidrocarbonetos (C7-Cy) e comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

2.3 ANTIBIOTICOS, MEIOS DE CULTURA E MICRORGANISMOS

Os antibidticos liquidos norfloxacina, gentamicina e eritromicina foram obtidos de
LaborClin, Brasil. Os meios de cultura Agar infuséo de coragdo (HIA) e Brain Heart Infusion
(BHI) foram adquiridos de HIMEDIA.

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).
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Foram utilizadas linhagens padréo e resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus 10.

2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram pesadas 10 mg de cada 6leo a ser testado e diluidos em 0,5 mL de DMSO. Em
seguida, essa solucdo foi diluida 9,265 mL de agua, perfazendo um total de 9,765 mL de
solucdo com concentracdo de 1024 pg/mL para cada substancia. Essa solucao foi utilizada
para os testes de modulacdo. Os antibidticos utilizados no teste também foram preparados na

concentragéo inicial de 1024 pg/mL.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA POR CONTATO
DIRETO

As culturas de bactérias foram semeadas em Placas de Petri contendo HIA e colocadas
na estufa a 37°C para crescimento por 24 horas. Apos esse periodo, foram coletadas amostras
de cada cultura microbiana e diluido em tubos de ensaio identificados, em triplicata. Apds
esse procedimento, foi testado a turbidez da solugdo com um controle de McFarland.

Para verificar a modulacdo do efeito antibacteriano foram utilizados antibioticos de
diferentes classes (norfloxacina, gentamicina e eritromicina) frente as cepas testadas, através
do método proposto por Coutinho et al. (2008). Os antibidticos foram diluidos em um volume
de 100 pL seriadamente nos pocos contendo o meio de cultura BHI a 10% e a suspensdo com
0 indculo da cepa multirresistente, com o produto natural na concentracdo subinibitéria
(CIM/8). O controle positivo do teste foi realizado com o meio de cultura contendo o inéculo.
As placas foram incubadas por 24 horas 35 * 2°C. Apo0s a incubacéo foi utilizado a resazurina

sodica para evidenciar a atividade moduladora.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 e
analisados através de um teste ANOVA de duas vias, utilizando a média geomeétrica das
triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida foi feito um teste de

Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 é considerado significativo).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da avaliacdo dos componentes quimicos, no OEEb foi identificado como
principal composto o a-muurolol(12,01%) e no OEPm foram identificados como substancias
majoritarias 0 a-pineno(14,59%) e o biciclogermacreno(12,25%) (Figura 1), tendo como
compostos majoritarios aqueles que apresentaram porcentagem superior a 10%.

Figura 1: RepresentacGes estruturais dos compostos majoritarios dos 0Oleos essenciais de

Eugenia brasiliensis Lam e Piper mosenii C.DC.

a-muurolol biciclogermacreno a-pineno

A- Composto majoritario do OEEDb ; B, C- Compostos majoritarios do OEPm

Em pesquisa de Siebert et al. (2015) também foram descritos como principais
componentes do dleo essencial das folhas de Eugenia brasiliensis Lam 0s sesquiterpenos,
como o espatulenol e o T-cadinol, bem como o monoterpeno a-pineno. Enquanto que
Pietrovski et al. (2008), utilizando extratos das folhas de Eugenia brasiliensis, descreveram
em seu estudo a presenca de flavonoides como a quercetina, rutina, galangina e miricetina, e
outros compostos fenélicos como catequina, galocatequina e acido galico.

No estudo de Fidyt et al. (2016), o a-pineno foi identificado entre os constituintes
principais dos 6leos essenciais de espécies do género Piper, corroborando com a presente
pesquisa, onde esta substancia se apresentou como majoritaria no OEPm. Krinski; Foerste;
Deschamps (2018) descreveram em seu estudo a presenca de outros constituintes majoritarios
como B-pineno, limoneno, (E)-cariofileno e dxido de cariofileno no 6leo essencial das folhas
secas de Piper mosenii C. DC.

Em seu estudo, Ribeiro, Bonilla e Lucena (2018) demonstraram que podem ocorrer
variagfes na composicdo quimica dos 6leos essenciais da mesma espécie, em relacdo ao tipo
de constituinte encontrado e sua quantidade, que podem sofrer interferéncias decorrentes do

horéario da coleta, estacdo do ano e ciclo circadiano.
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Na associacdo do 6leo essencial de Eugenia brasiliensis Lam com os antibidticos de

diferentes classes farmacoldgicas (Figuras 2 e 3) foi possivel evidenciar sinergismo quando

utilizado junto a Norfloxacina frente a S. aureus 10 e junto a eritromicina contra E. coli 06.

Figura 2: Concentracao
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Em seu estudo, Sales et al., (2014) relatou que a associacdo dos Oleos essenciais

extraidos das plantas podem apresentar resultados promissores quando associados a farmacos

antimicrobianos frente a cepas resistentes Gram positivas e negativas, assim como ocorreu no

presente estudo, em que o produto utilizado apresentou uma melhor eficacia quando testado

junto a norfloxacina frente a cepa de S. aureus e quando combinado com antibiotico

eritromicina apresentou melhor acédo frente a cepa de E. coli.
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N&o h& nenhum estudo associando as folhas de Eugenia brasiliensis Lam aos farmacos
antimicrobianos. Entretanto, de acordo com Simonetti et al. (2016), espécies do género
Eugenia apresentam substancias bioativas em seus extratos e 0leos essenciais com acao contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas em diferentes graus de atividade, corroborando
com a presente pesquisa.

A partir dos resultados da analise moduladora do 6leo essencial de Piper mosenii
C.DC. utilizando antibioticos (Figuras 4 e 5) foram observadas interagdes sinérgicas junto aos

farmacos gentamicina e eritromicina frente a Escherichia coli 06.

Figura 4: Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) de antibioticos Norfloxacina,

Gentamicina e Eritromocina na presenca e na auséncia do OEPm frente a S. aureus 10.
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A espécie Piper mosenii C.DC. apresentou um melhor resultado quando testado frente

a Escherichia coli, reduzindo a CIM de dois antibidticos comumente utilizados na clinica.
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Apesar de estudos relatarem uma grande resisténcia da parede Gram negativa, o que dificulta
a entrada e acumulo de 6leos essenciais na célula bacteriana (BARBOSA et al., 2015),
pesquisas utilizando plantas medicinais evidenciam uma importante acdo moduladora da
resisténcia contra E. coli quando associados produtos naturais e antibidticos, como pode ser
visto em Ferreira et al. (2016) e Sales et al. (2017).

Esta atividade modificadora de antibioticos do OEPm pode estar relacionada a
presenca do composto majoritario a-pineno. Em estudo de Ramdani et al. (2013), o 6leo de
Juniperus phoenicea, que também possui o0 o-pineno como componente majoritario,
apresentou atividade quando testado frente a bactéria Escherichia coli. Leite et al., 2007
também evidenciaram um intenso potencial antibacteriano deste fitoconstituinte, ressaltando a
importancia da sua aplicacdo na terapia antimicrobiana.

Os resultados referentes ao 6leo essencial de Piper mosenii C.DC. relatados no
presente estudo sdo pioneiros, pois esta é a primeira pesquisa a apresentar atividades
biologicas desta espécie, que é pertencente a um importante género rico em plantas
medicinais.

De acordo com Coutinho et al. (2009) produtos naturais podem modificar a acdo de
antimicrobianos através de alteracdo da membrana plasmatica bacteriana ou inibicdo de
bombas de efluxo, revertendo a resisténcia. Este fato explica as interacBes sinérgicas
demonstradas nesse estudo, com reducdo da concentracdo inibitdria minima dos antibi6ticos
frente a bactéria Gram positiva e Gram negativa, enquanto que algumas interacGes
antagbnicas podem ser atribuidas a quelacdo mutua (GRANOWITZ; BROWN, 2008).

4 CONCLUSAO

As trés classes de farmacos testadas, aminoglicosideos, macrolideios e
fluoroguinolonas apresentam atividade melhorada na presenca dos 6leos essenciais, sendo a
eritromicina o antibiotico mais influenciado, pois sua CIM foi diminuida pelo OEEb e OEPm
frente & cepa de Escherichia coli. Assim, torna-se importante a realizacdo de estudos mais
aprofundados a cerca dessas espécies e de seus constituintes quimicos de forma isolada,

contribuindo no combate a resisténcia bacteriana.
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7 CONCLUSOES

Verificou-se o predominio de metabdlitos secundarios da classe dos terpenos em
ambos o0s produtos avaliados. O Oleo essencial de Eugenia brasiliensis Lam
apresentou 20 compostos quimicos, tendo como substancia majoritaria o a-muurolol,
enquanto que no Oleo essencial de Piper mosenii C.DC. foram encontrados 18
compostos, com a-pineno e o Bicyclogermacreno em maior quantidade.

Foi observado um potencial antibacteriano do OEPm frente a Staphylococcus aureus e
esta atividade pode estar relacionada ao composto majoritario a-pineno, que ja tem seu
potencial antimicrobiano demonstrado em outros estudos. Este é o primeiro relato de
atividade bioldgica de Piper mosenii C.DC.

O OEEb melhorou a atividade da Norfloxacina frente a S. aureus e 0 OEPm reduziu a
CIM da gentamicina frente a E. coli, enquanto que a eritromicina foi o antibiotico
mais influenciado, pois sua CIM foi diminuida pelos dois 6leos frente a cepa de
Escherichia coli, resultado importante ja que as bactérias Gram negativas possuem
uma parede rica em lipideos o que as tornam mais resistentes aos farmacos
antimicrobianos. Estes sé@o dados pioneiros, pois ndo sdo encontrados na literatura
relatos de atividade moduladora destas espécies, desta forma, torna-se importante a
realizacdo de estudos mais aprofundados a cerca dessas plantas e de seus constituintes
quimicos de forma isolada, contribuindo no combate a resisténcia bacteriana.

Quando avaliada a interferéncia da luz azul de LED na acdo moduladora dos 6leos
essenciais de Eugénia brasiliensis Lam e Piper mosenii C. DC. em associagdo aos
farmacos aminoglicosideos foi evidenciado uma acdo promissora da luz em conjunto
com estes Oleos essenciais, potencializando a acdo dos antibioticos frente a bactérias
multirresistentes, pois esta foi capaz de reduzir a CIM na maioria das combinagOes
testadas, principalmente frente a cepa Gram negativa. Estes resultados revelam que 0s
Oleos essenciais podem possuir compostos fotossensibilizadores que permitiram a

interacdo da luz com as células bacterianas e com os farmacos.
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