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ALVES, Marcia Barros. Bioprospeccao de 6leos essenciais de especiarias e avaliacdo das
atividades antioxidante, toxica e antibacteriana contra Corynebacterium diphtheriae.
2023. 105 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia - BIONORTE) —
Universidade Federal do Maranh&o, S&o Luis, 2023.

RESUMO

A difteria é uma doenca bacteriana ocasionada por Corynebacterium diphtheriae, a possui
preocupantes relatos de resisténcia as drogas de escolha. Nesse contexto, o interesse crescente
no uso 6leo essencial (OE) pode constituir uma ajuda na atencdo primaria a salde. Neste
trabalho, objetivou-se investigar as composic¢es quimicas dos OE das especiarias populares
Cinnamomum verum J. Presl. (canela) e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry
(cravo) e as atividades bioldgicas sobre isolados de C. diphtheriae. Os insumos vegetais de C.
verum (folhas) e S. aromaticum (inflorescéncias) foram submetidos a extracdo dos OE,
através de arraste por vapor d’agua, os quais foram submetidos a andlise quimica por
cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas. Posteriormente, analisou-se a
capacidade antioxidante, utilizando o método de fosfomolibdénio de amdnio. Também foram
verificados atividade hemolitica e realizados bioensaios em Artemia salina e Tenebrio molitor
com os OE. Foram feitos também experimentos para determinacdo de concentracdo minima
inibitoria e bactericida dos OE em 5 amostras clinicas de C. diphtheriae isoladas no Maranh&o
e 2 amostras padrdo. Por ter apresentado concentracdo inibitéria minima para todos o0s
isolados, foi examinada a influéncia do OE de S. aromaticum sobre a morfologia bacteriana e
na formacdo do biofilme, na concentracdo % da inibitéria. O composto majoritario para
ambos os OE foi eugenol, com 72,11% no de C. verum e 44, 29% no de S. aromaticum. O OE
de C. verum apresentou 21,5% de atividade antioxidante e o de S. aromaticum 40,6%. A
atividade hemolitica dos OE foi considerada baixa, tendo o OE de C. verum provocado
hemolise na concentracdo de 225 pg/mL e o de S. aromaticum na concentracdo de 514
pg/mL. Na avaliacdo da toxicidade para A. salina, 0 OE de C. verum apresentou CLso de 1, 37
pg/mL e o S. aromaticum CLso de 377, 25 pg/mL, demonstrando alta toxicidade. Nos testes
com T. molitor, a média de sobrevivéncia foi 56,88% com aplicacdo do OE de C. verum e de
80% com o OE de S. aromaticum. Quatro dos isolados (MA 19, MA 23, MA 52, MA 150)
tiveram crescimento inibido pelo OE de C. verum em concentragdes variando entre 1.500 a
750 pg/mL, porém para nenhum destes foi verificada concentracdo bactericida minima,
enquanto que todos os isolados foram inibidos em concentragdes que variaram entre 1.000 a
62,5 pg/mL com o OE de S. aromaticum e para dois dos isolados testados verificou-se
concentracdo bactericida minima de 2.000ug/mL. O OE de S. aromaticum ndo foi capaz de
alterar a morfologia bacteriana e para apenas um isolado inibiu a producédo do biofilme. Desse
modo, os OE demonstraram capacidade de inibicdo dos isolados testados e, em sua
composigdo, substancias com atividades antimicrobianas ja descritas em literatura, cujas
propriedades podem indicar caracteristicas interessantes para producdo de novos farmacos.

Palavras-chave: Antibacteriano; Biofilme; Corynebacterium diphtheriae; Oleos essenciais
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ALVES, Marcia Barros. Bioprospecting of spice essential oils and evaluation of
antioxidant, toxic and antibacterial activities against Corynebacterium diphtheriae. 2023.
105 f. Thesis (PhD in Biodiversity and Biotechnology- BIONORTE) — Federal University of
Maranhdo, S&o Luis, 2023

ABSTRACT

Diphtheria is a bacterial disease caused by Corynebacterium diphtheriae, which has worrying
reports of resistance to the drugs of choice. In this context, the growing interest in use of
essential oil (EO) can be an aid in primary health care. In this work, the objective was to
investigate chemical compositions of EOs of the popular spices Cinnamomum verum J. Presl.
(cinnamon) and Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (clove) and biological
activities on isolates of C. diphtheriae. The plant inputs of C. verum (leaves) and S.
aromaticum (inflorescences) were subjected to EO extraction, through water vapor drag,
which were subjected to chemical analysis by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Subsequently, the antioxidant capacity was analyzed using the ammonium
phosphomolybdenum method. Hemolytic activity was also verified and bioassays were
carried out on Artemia salina and Tenebrio molitor with the EOs. Experiments were also
carried out to determine the minimum inhibitory and bactericidal concentration of EOs in 5
clinical samples of C. diphtheriae isolated in Maranhdo and 2 standard samples. As it
presented a minimum inhibitory concentration for all isolates, the influence of EO of S.
aromaticum on bacterial morphology and biofilm formation was examined at a concentration
Y of the inhibitory concentration. The majority compound for both EOs was eugenol, with
72.11% in that of C. verum and 44.29% in that of S. aromaticum. The EO of C. verum showed
21.5% antioxidant activity and that of S. aromaticum 40.6%. The hemolytic activity of EOs
was considered low, with EO of C. verum causing hemolysis at a concentration of 225 pg/mL
and S. aromaticum at a concentration of 514 pg/mL. In the toxicity assessment for A. salina,
the EO of C. verum presented an LCsp of 1.37 pg/mL and the S. aromaticum LCso of 377.25
pg/mL, demonstrating high toxicity. In tests with T. molitor, the average survival rate was
56.88% with the application of EO of C. verum and 80% with EO of S. aromaticum. Four of
the isolates had growth inhibited by EO of C. verum at concentrations ranging between 1,500
and 750 pg/mL, however, for none of these, a minimum bactericidal concentration was
observed, while all isolates were inhibited at concentrations ranging between 1,000 and 62.5
pug/mL with the EO of S. aromaticum and for two of the tested isolates there was a minimum
bactericidal concentration of 2,000ug/mL. The EO of S. aromaticum was not able to alter
bacterial morphology and for only one isolate it inhibited biofilm production. Thus, the EOs
demonstrated the capacity to inhibit the tested isolates and, in their composition, substances
with antimicrobial activities already described in the literature, whose properties may indicate
interesting characteristics for the production of new drugs.

Keywords: Antibacterial; Biofilm; Corynebacterium diphtheriae; Essential oils
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas, o0 mundo tem vivenciado novos surtos de doencas
infecciosas emergentes e reemergentes com potencial epidémico que ocasionaram perdas
de vidas, resultando em uma preocupacdo crescente. Uma dessas doencas é a difteria,
listada pela Organizacdo Mundial de Sadde em 2018 como uma das doencas infecciosas
prioritarias que ameacam a seguranca global da saide (ZUMLA e HUI, 2019).

A difteria costumava ser uma das infecces com alta mortalidade em criancgas
pequenas (DITTMAN et al., 2000), sendo Corynebacterium diphtheriae o principal agente
etiologico (LEGGET et al., 2010). A partir do crescimento da bactéria na faringe e a
evolucdo do quadro, ocorre a formacdo de uma pseudomembrana resultante da combinacéo
dos efeitos do crescimento bacteriano, producdo de toxina, necrose tecidual e resposta
imune do hospedeiro (SALYERS e WHITT, 1994).

Com o desenvolvimento da vacina toxoide, a doenca foi amplamente controlada no
mundo, poréem milhares de casos de difteria ainda sdo relatados anualmente (DUREAB et
al., 2018; WHO, 2018; RAHMAN e ISLAM, 2019). Em paises com alta cobertura vacinal,
0s casos de difteria estdo associados a viagens e migracdo de regides endémicas
(ZAKIKHANY e EFSTRATIOU, 2012; MEINEL et al., 2016; SCHEIFER et al., 2019),
uma vez que a vacina contra a difteria € composta pela forma inativada da toxina diftérica,
0 que permite a colonizacdo assintomética e a transmissdo silenciosa do patégeno,
necessitando de intensa vigilancia epidemiolégica (SHARMA et al., 2019; HENNART et
al., 2020).

Outras possiveis razdes para que ainda ocorram casos esporadicos de difteria no
mundo incluem falhas no cumprimento da programacdo e no reforco das vacinas,
campanhas contra vacinagdo e imunossenescéncia (BERMEJO-MERTIN et al., 2016).

Em 2020, Brasil, Republica Dominicana, Haiti e RepuUblica Bolivariana da
Venezuela confirmaram casos de difteria. No Brasil, entre 2010 e 2019, foram notificados
662 casos suspeitos de difteria, dos quais 77 (12%) foram confirmados, incluindo 8 6bitos.
A regido Nordeste teve a maior propor¢cdo de casos confirmados (58%), seguida das
regides Sudeste (18%) e Sul (10%) (OPAS, 2020).

No Maranhdo, em 2010, trés municipios do estado, onde a cobertura vacinal atinge
56%, tiveram registro de 27 casos de difteria confirmados, a maioria em criancas, e trés
desses casos resultaram em morte, sendo duas em criangas com esquema de vacinagédo
completo (SANTOS et al., 2015).
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Isolados de C. diphtheriae provenientes de quadros de difteria e infec¢cdes invasivas
no continente Europeu ja exibiram tolerancia as drogas de escolha, tais como penicilina e
eritromicina (PATEY et al., 1995). No Brasil também foi documentada resisténcia ou
suscetibilidade intermediéria a essas mesmas drogas (SANTOS et al., 2015).

Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos em diferentes
areas de pesquisa e estudos, as estratégias disponiveis para erradicar a difteria ainda séo
insuficientes (MATTOS-GUARALDI et al., 2011). As vacinas sdo a forma de conter o
avanco de epidemias, porém ndo erradicam o portador assintomatico da populacdo, o que
permite a circulacdo de cepas toxigénicas e atoxigénicas que, ao ocorrer declinio na
imunidade da populacdo aliada a falta de reforcos vacinais, permitem a sua ocorréncia
esporéadica (FORMIGA e MATTOS GUARALDI, 1993; GALAZKA e ROBERTSON,
1995; DIAS, 2011).

Nesse contexto de resisténcia bacteriana frente aos antibidticos, a busca por drogas
ou compostos que melhorem a atividade dos medicamentos de escolha encontrou forte
fonte de pesquisa nos produtos naturais (extratos, 6leos e fitoconstituintes), em particular
nas plantas medicinais que, em certas circunstancias, constituem ajuda nos cuidados
primarios de saude e complemento terapéutico compativel com a medicina convencional
(CIRINO, 2014).

Para que se possa utilizar produtos oriundos de plantas no tratamento de
efermidades deve haver garantia de seguranca em relacdo a efeitos téxicos, além de
conhecimentos sobre efeitos secundarios, interacfes, contraindicacdes, mutagenicidade,
dentre outros. Portanto, a existéncia de ensaios farmacoldgicos e experimentacao clinica
que demonstrem eficacia para este tipo de produto terapéutico é de extrema importancia
(ARAUJO et al., 2007).

Historicamente, as plantas tém sido utilizadas para o tratamento de varias doencas
na medicina tradicional (JOHNY et al., 2010). Nas concentracfes consideradas
bactericidas, compostos vegetais podem causar dano a membrana, a perda de producdo de
energia, disfuncdo enzimatica e extravazamento de contetdos celulares, o que prejudica a
fisiologia e leva a morte das células (TSUCHIYA e IINUMA, 2000). A atividade
antimicrobiana de plantas como Piper betel (pimenta betel) e Terminalia catappa
(amendoeira) ja foi descrita para diferentes corinebactérias, incluindo C. diphtheriae
(UNNIKRISHMAN et al., 2014).

A partir de especiarias ou ervas medicinais, plantas inteiras ou mesmo partes como

folhas, frutas, flores e cascas, € possivel extrair 6leos essenciais (OE). Os OE séo
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caracterizados como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo
alguns altamente volateis e capazes de gerar sabores e/ou aromas. Em temperatura
ambiente, apresentam-se no estado liquido com aspecto claro ou incolor. N&o se misturam
a agua (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007).

Os OE sdo parcialmente responsaveis pelas propriedades farmacéuticas descritas
para as plantas medicinais (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007). Podem atuar sobre
varias moléculas—alvo ao mesmo tempo, tornando-se desta forma substancias chave para a
pesquisa de novos medicamentos (FIGUEIREDO et al., 2008).

Cinnamomum verum J. Presl. (C. verum), popularmente conhecida como canela, é
uma erva conhecida pelo seu tradicional uso em aplicacdes medicinais, tendo sido
estudado seus efeitos para o periodo de gravidez, no controle de diabetes e problemas
ginecoldgicos e atualmente ja& contar com publicagdes sobre suas propriedades
antiinflamatdrias, cardioprotetoras, antioxidantes e antimicrobianas (KAWATRA e
RAJAGOPALAN, 2015; YANAKIEV, 2020).

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (S. aromaticum) é uma planta da
familia Myrtaceae, nativa da Indonésia, que se destaca pela a producdo de botdes florais,
que sdo usados como especiarias em alimentos ou destinados a extracao do 6leo essencial,
0 qual é bastante usado na area medicinal em tratamentos analgésico e antiflamatério, além
de possuir acdo antioxidante e significativa atividade antimicrobiana contra bactérias e
fungos relatados em literatura (AGUILAR-GONZALEZ et al., 2015; CHEN et al., 2017;
MULLA etal., 2017).

Surtos bacterianos sdo reportados com frequéncia ao longo dos anos, com taxas
crescentes de resisténcia, representando gastos econdmicos e perda de produtividade para
as populacgdes e preocupacdo por parte dos profissionais de saude. Além disso, o fluxo de
pessoas, bens de consumo e alimentos caracteristicos de um mercado globalizado
aumentam também as possibilidades destes surtos alcancarem grandes proporcdes
rapidamente ao redor do mundo (BUSH et al., 2011; ADEGOKE et al., 2017).

Tendo em vista o desafio no tratamento de infeccbes com bactérias resistentes a
maultiplas drogas, € notoria a necessidade de encontrar substancias com propriedades
antimicrobianas que venham atuar no combate a esses microrganismos (PEREIRA et al.,
2004). Portanto, no presente trabalho objetivou-se investigar as composi¢es quimicas dos
OE das especiarias populares C. verum (canela) e S. aromaticum (cravo), bem como as

atividades bioldgicas sobre isolados de C. diphtheriae.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a composicdo quimica e atividades bioldgicas de OE extraidos das
especiariais de uso popular Cinnamomum verum J. Presl. (canela) e Syzygium aromaticum
(L.) Merr. & L.M. Perry (cravo).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar anélise quimica dos OE.

»  Verificar a capacidade antioxidante dos OE.

»  Pesquisar o efeito dos OE sobre heméacias humanas.

« Analisar o potencial toxico dos OE contra Artemia salina.

« Analisar a taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apds inoculacdo dos
OE.

« Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bacteriana
minima (CBM) dos OE.

« Analisar a influéncia dos OE sobre a morfologia e agregacédo bacteriana.

» Pesquisar qualitativa e quantitativamente a atividade antibiofilme em placas de
poliestireno, a partir dos resultados obtidos de CIM e CBM, dos OE sobre isolados
de C. diphtheriae.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A principal responsavel pela consolidacdo do conhecimento sobre o emprego de
plantas medicinais é a tradicdo repassada verbalmente pelas geracGes, resultando em
caréncia do conhecimento cientifico quanto as suas propriedades farmacoldgicas e poucas
informacdes sobre os efeitos benéficos ou maléficos (OLIVEIRA e ARAUJO, 2007).

Estima-se que 80% da populacdo mundial usa recursos das medicinas populares
como alternativa a assisténcia médica, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(YUNES et al., 2001).

Planta medicinal é definida por LOPES et al. (2005) como aquela que é
administrada em homem ou animal para exercer acdo terapéutica. Registros apontam
indicios de uso das plantas medicinais pelas civilizagfes mais antigas (ANDRADE et al.,
2007).

As plantas possuem o metabolismo dependente da sua fisiologia, podendo ser
classificado em primario, que é responsavel pelo desenvolvimento e manutencédo celular,
com carater conservativo e presente em todas as espécies; e secundario, encontrado em
alguns grupos taxondmicos ou sendo exclusivo para cada espécie, que oferece vantagens
para os individuos que o sintetizam, tais como defesa contra patdgenos, processos de
adaptacdo a estresse hidrico, entre outros (PROBST, 2012).

Muitos metabolitos secundarios possuem valor comercial tanto na area
farmacéutica, quanto nas areas alimenticia, cosmética, entre outras (SIMOES et al., 2001).
Os produtos do metabolismo secundario podem ser divididos em trés grupos, segundo a
sua biossintese: terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos. Em torno de 55.000
terpenoides ja foram isolados, podendo estes apresentar fun¢des tanto no metabolismo
primario como secundario (CROTEAU et al., 2000).

Cerca de 12.000 alcaloides conhecidos apresentam uma ou mais moléculas de
nitrogénio, sendo sintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Os compostos
fenolicos conhecidos, em torno de 8.000, podem ser sintetizados pela via do &cido
chiguimico ou via do acetato/malonato (CROTEAU et al., 2000).

A biossintese de metabdlitos secundarios € um processo complexo e esta sujeita a
influéncia de diferentes variaveis, como fatores bioticos e abidticos, que podem interferir
na qualidade e quantidade de produtos secundarios resultantes do metabolismo de uma
planta em determinado momento (SANGWAN et al., 2001; GOBBO-NETO e LOPES,
2007).
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De acordo com GONZALEZ-LAMOTHE et al. (2009), os produtos do
metabolismo secundario acumulado pelas plantas podem atuar de duas formas: como
“potencializadores” de atividade antibacteriana, favorecendo a atividade de antibidticos,
cuja acédo encontra-se limitada por mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos
microrganismos; ou como ‘“atenuantes” de viruléncia, adequando a resposta do sistema
imune do hospedeiro a infeccéo.

No século XIX, o empirismo da alquimia suplantado pela quimica experimental
permitiu a sintese laboratorial de novas substancias orgénicas. Esse fato foi um dos fatores
determinantes da revolucgdo industrial e tecnoldgica que desencadeou a producdo acelerada
de novos medicamentos, tornando disponiveis derivados de plantas mais puros e
concentrados que se tornaram as drogas sintéticas, as quais 0s medicos priorizaram,
passando a desconsiderar o papel importante da fitoterapia (SIMOES et al., 2001).

A industria farmacéutica reativou o interesse pela busca de substancias
biologicamente ativas na década de 90, porém devido os compostos bioativos isolados de
plantas cujas propriedades indicam potencial farmacol6gico nem sempre resultam na
producdo de um medicamento, tornando a bioprospeccdo de metabdlitos secundarios um
mercado de risco. Para aprimorar a pesquisa envolvendo estas substancias, a industria
farmacéutica tem direcionado o desenvolvimento de novos farmacos a bioensaios com
moléculas alvo especificas, amparada pelo conhecimento de alguns mecanismos de acéo
farmacoldgica de produtos vegetais (MONTANARI e BOLZANI, 2001; WALSH e
FISCHBACH, 2010; PROBST, 2012).

No Brasil, 0 Ministério da Saude langcou em 2007 a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos (PNPME) com o intuito de incentivar e proporcionar a
populacdo brasileira 0 acesso seguro e uso racional das plantas medicinais e fitoterapicos
(BRASIL, 2009).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas sdo fonte de grande proporcdo de medicamentos, considerando que um
quarto das espécies catalogadas ja foram utilizadas para fins medicinais (DHAKAD et al.,
2018). Elas aparecem como parte do cuidado tradicional de satde em muitas partes do
mundo ao longo de décadas e tém despertado o interesse de varios pesquisadores
(CEBALLOS et al., 1993; LIMA, 1996; CUNHA et al., 1995; COWAN, 1999; FARIAS e
LIMA, 2000; BELEM, 2002; MICHELIN et al., 2005).
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Os compostos aromaticos volateis que estdo presentes nas plantas originam o
produto natural chamado OE pelo metabolismo secundario. As principais familias de
plantas que s&o reportadas como produtoras de OE sdo Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Zingiberaceae, Poaceae, Myristicaceae,
Piperaceae, dentre outras (SIMOES et al., 2001; OLIVEIRA, 2013; SARTO e JUNIOR,
2014).

Os OE extraidos de plantas tém sido usados hd muitos anos na preservacao de
alimentos, perfumaria, aromaterapia, especiarias e produtos de higiene bucal devido suas
propriedades medicinais (BUCHBAUER, 2000). Estdo presentes nas folhas, ramos,
raizes, rizomas, sementes, frutos, flores e caule, podendo estar mais concentrados nas
estruturas mais verdes das plantas, desempenhando funcdes necessarias a sobrevivéncia
destas, como a defesa contra microorganismos (SIQUI et al., 2000; BAKKALI et al.,
2008).

O baixo peso molecular, constituido na maioria das vezes por moléculas de
natureza terpénica com odor agradavel e marcante, € uma das caracteristicas quimicas
apresentadas pelos OE, sendo comumente extraidos através de arraste a vapor d’agua
(MORAIS, 2009), pois possuem elevada tensdo de vapor em relacdo a dgua, 0 que permite
que a pressdo do vapor os arraste (VALENTIM e SOARES, 2018). Costumam apresentar-
se incolores ou levemente amarelados e pouco estaveis na presenca de luz, calor e ar
(SIMOES e SPITZER, 1999; SAITO e SCRAMIN, 2000).

As propriedades apresentadas pelos OE resultam em peculiares vantagens do ponto
de vista farmacoldgico, como por exemplo a volatilidade que pode ser aproveitada em
nebulizacGes ou inalacdes, o que também facilita que sejam rapidamente eliminados do
organismo pelas vias aéreas (BANDONI e CZEPAK, 2008; MACHADO e JUNIOR,
2011). O seu baixo peso molecular, aliado a sua natureza lipofilica, confere-lhes
capacidade de rompimento ou penetracdo da membrana celular causando morte da célula
por vazamento do citoplasma ou inibicdo da biossintese de DNA (NAZZARO et al.,
2017).

A acdo antimicrobiana dos OE pode apresentar-se por acdes ligadas a interferéncia
na dupla camada fosfolipidica da parede celular da bactéria, aumento da permeabilidade e
perda dos constituintes celulares, alteracdes de varios sistemas enzimaticos ou mesmo pela
destruicdo do material genético (KALEMBA e KUNICKA, 2003).

Quanto as propriedades biologicas dos OE, foram relatadas acdo larvicida
(RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al., 2010), atividade
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analgesica e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010), fungicida (CARMO et al., 2008),
atividade antitumoral (SILVA et al., 2008) e acdo antibacteriana (PELISSARI et al.,
2010).

A aplicacdo dos OE na medicina popular serviu de base para investigagdes
cientificas, nas quais sdo também relatadas dificuldades no desenvolvimento dos
experimentos devido as peculiaridades dos 6leos como volatilidade, insolubilidade em
agua e complexidade que interferem diretamente nos resultados (NASCIMENTO et al.,
2007).

Os estudos dos componentes dos OE revelam enorme complexidade e diversidade
desse grupo de produtos naturais, que normalmente contém mono e sesquiterpenos,
fenilpropenos e outros componentes volateis (FRANZ, 2010).

Os terpenos sdo descritos como possuidores de uma diversidade consideravel de
propriedades biologicas incluindo a acdo antibacteriana, fungicida, antiviral, anti-
hiperglicémica, anti-inflamatoria e atividade antiparasitaria (PADUCH et al., 2007).

Os monoterpenos sdo altamente volateis, sendo arrastados pelo vapor de agua livres
de outros componentes, podendo ser utilizados por suas caracteristicas organolépticas
marcantes (BANDONI e CZEPAK, 2008).

Tendo em vista a diversidade de espécies de plantas existente no Brasil, de um total
estimado em mais de 50 mil espécies (JBRJ, 2020), estudos de produtos oriundos de
plantas trazem a expectativa de encontrar substancias com propriedades de interesse
terapéutico e simultaneamente seletivas para serem usadas em futuras formulaces de um
produto comercial (FURTADO et al., 2005).

Em 2008, foi fundada a Associacio Brasileira de Produtores de Oleos Essenciais
(ABRAPOE), com o objetivo de aproximar os produtores de OE e 0s centros de pesquisa
para agregar qualidade ao produto, através de pesquisa e padroniza¢do, uma vez que 0 pais

é reconhecido mundialmente como produtor de OE (BIZZO et al., 2009).

2.2.1 Cinnamomum verum J. Presl. (canela)

Canela ¢ uma planta que pertence a familia Lauraceae, da divisdo Magnoliphyta, e
possui media de altura de 10 a 15 metros, com folhas em formato oval, longas e flores de
cor esverdeada que formam pequenos magos e possuem odor carcateristico (CASTRO,
2010). E ampla a distribuicio das espécies representantes dessa familia no planeta nas

regides tropicais e subtropicais, composta de 49 géneros e 3.000 espécies catalogadas
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(CASTRO, 2010). O género Cinnamomum contém cerca de 250 espécies comumente
encontradas em florestas tropicais e planicies de solos bem drenados (JANTAN et al.,
2008).

As espécies que compdem a familia Lauraceae popularmente apresentam atividade
contra sintomas de varias doencas e usos para 0s mais diversos fins, como perfumaria,
condimento, entre outros, sendo o 6leo essencial um dos principais produtos empregados
para os usos descritos (REYNOLDS, 1993; MARQUES, 2001; CASTRO, 2010). No
Brasil existem 12 espécies de Cinnamomum, encontradas na forma de &vore ou arbusto,
distribuidas nas regides da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL,
2020).

Sdo sin6nimos taxondmicos da canela: Cinnamomum verum, Cinnamomum
zeylanicum Blume; Camphorina cinnamomum (l.) Farw.; Cinnamomun alexei Kosterm;
Cinnamomum aromaticum J. Graham (SILVA, 2017).

Cascas do caule, folhas, flores sdo as principais partes de C. verum das quais €
extraido 6leo essencial, ao qual séo atribuidas atividades antimicrobinana, antioxidante,
inseticida (JOSHI, 2019).

A composicao quimica deste OE varia de acordo com qual parte da planta foi usada
para extracdo, conforme apontam os estudos da anélise quimica do OE obtido das cascas
de C. zeylanicum, que apontam a presenca de transcinamaldeido, este Ultimo com
interessante propriedade do ponto de vista farmacéutico a partir da interagdo com Acetil-
CoA Carboxilase das bactérias, que as conduz a morte (MEADES et al., 2010;
VANGALAPATI et al., 2012). J& aquele proveniente das folhas possui como principal
constituinte o eugenol, composto também reportado com diversas atividades biolégicas de
interesse farmacéutico, dentre eles a atividade antimicrobiana (RAO et al., 2007).

O OE de canela (C. zeylanicum Blume — Lauraceae) testado em linhagens de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentou controle efetivo do desenvolvimento
bacteriano segundo SILVA et al. (2009), com maior susceptibilidade pelo S. aureus,
resultados semelhantes aos obtidos por SCHERER et al. (2009).

Também tem sido descrito expressivo potencial antifungico dos OE de canela (C.
zeylanicum), limao tahiti (Citrus aurantifolia), manjericdo (Ocimum basilicum), palmarosa
(Cymbopogon martinii), piprioca (Cyperus articulatus), tomilho branco (Thymus vulgaris),
canela da china (Cinnamomum cassia) frente a Candida albicans e C. tropicalis (CASTRO
e LIMA, 2011; CAVALCANTI et al., 2011).
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De maneira geral, a atividade do OE de canela é estudada por diversos autores,
demonstrando dentre outras propriedades, acdo inibitéria e antimicrobiana, englobando
bactérias Gram positivas e Gram negativas, como BERALDO et al. (2013), estudando o
potencial de atividade inibitéria do referido OE, relataram inibicdo em amostras padrao
(American Type Culture Collection-ATCC) de E. coli, Salmonella sp., S. aureus e Lysteria
monocytogenes em concentracdes inferiores a 0,02% e atividade bactericida em L.
monocytogenes. SANTURIO et al. (2007) também relataram inibigdo pelo mesmo OE em
60 amostras distribuidas entre 20 sorovares de Salmonella enterica em concentracdes de
400 a 3.200 pg ml™L.

A formulacao de produtos a partir dos OE de canela representa um desafio devido
as caracteristicas volateis da substancia, porém XU et al. (2019), visando reduzir essa
volatilidade, realizaram a producédo de filme polimérico incorporado com o referido OE e
detectaram aumento significativo da eficiéncia antimicrobiana contra bactérias Gram
positiva (S. aureus) e Gram negativa (E. coli).

Em relacdo a patente, existe registro de hidrogel de C. verum com propriedades
antimicrobianas (BR 102018001958 9) (GONZALEZ et al., 2018), além de outras que
exploram outras propriedades da espécie vinculadas com outras plantas para usos agricolas
(KELLY e LANGAN, 2016), alimentares (SCHEELE, 2011; TRIVEDI e GITTINS,
2012), atividades antitumoral (OLVERA, 2017) e terapias baseadas em ligantes de
receptores quimiossensoriais (BARON et al., 2012).

2.2.2 Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo)

O Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo-da-india) € proviente do
craveiro da india, uma arvore da familia Myrtaceae nativa da Indonésia, perene, com altura
que varia de 7 a 13 metros, possui inflorescéncias que sdo usadas principalmente como
condimento na culinaria devido ao seu aroma e sabor marcante (MAZZAFERA, 2003).

Historicamente, o cravo da inda chegou ao Brasil em 1770 e na década de 2010, o
referido pais, chegou a ser o 3° maior produtor, tendo colheita de 6 mil toneladas/ano,
principalmente nos estados de S&o Paulo e Bahia (OLIVEIRA et al., 2009, LUTFI e
ROQUE, 2014).

Tambem s&o atribuidas inumeras propriedades medicinais ao S. aromaticum, sendo
utilizado no combate de dor de cabeca, problema de indigestdo, tosse, nausea, hipertenséo,
entre outras, cujos principais constituintes sdo eugenol, carvacrol, timol e cinamaldeido
(CHEN et al., 2016; KHEAWFU et al., 2017; LAKSHMEESHA et al., 2019).
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E importante ressaltar que a mesma planta apresenta os seguintes sinénimos
taxonémicos reportados em literatura: Eugenia cariophyllata Thunb., Caryophyllus
aromaticus (L.), Myrtus caryophyllus Spreng. e Jambosa caryophyllus Nied. (JESUS e
TORELI, 2019).

O OE de S. aromaticum é obtido das inflorescéncias do craveiro da india, que
podem conter até 18% de 6leo essencial, com uso para diversas finalidades, incluindo
produtos para higiene bucal, acdo antisséptica, analgésica, antifingica, antialérgica,
anticarcinogénica, mutagénica, inseticida e antibacteriana (JIROVETZ et al., 2006). O
eugenol é comumente o principal componente isolado do OE de S. aromaticum, sendo a
ele atribuida a atividade antimicrobiana (SANTOS et al., 2009).

Na Coréia, o cravo foi usado com sucesso na asma e varios disturbios alérgicos por
administragdo oral (KIM et al., 1998). O OE de S. aromaticum (cravo da india) apresentou
atividade contra fungos isolados de onicomicoses como C. albicans, Trichophyton
mentagrophytes, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger nos experimentos de
SANTOS et al. (2012), assim como MARIATH et al. (2006) também encontraram
inibicdo de fungos dermatofiticos em concentragdes de até 2 % com o mesmo OE.

Dentre os usos do S. aromaticum, 0 uso para obter acdo antibacteriana é reportado
em literatura (NUNEZ et al., 2001; VELLUTI et al., 2004; VIUDA-MARTOS et al., 2007;
SCHERER et al., 2009).

Sobre patente com o cravo da india, existem diversas depositadas considerando
varios usos, como composicdo cosmética para uso topico de uma mistura de O6leos
essenciais incluindo o cravo, perfume floral a base do 6leo de cravo, lengo umedecido com
6leo de cravo, desenvolvimento de inseticida e repelentes, entre outros (AFFONSO et al.,
2012).

2.2.3 Acdo antibacteriana de 6leos essenciais

A acdo dos OE nas células bacterianas é principalmente relacionada aos danos
estruturais e funcionais a membrana citoplasmatica (SIKKEMA et al.,1994). Provocam
permeabilidade na membrana celular devido a sua natureza lipofilica, acumulando-se na
bicamada lipidica (BAKKALI et al., 2008). Os danos estruturais causados a membrana
citoplasmatica comprometem as suas fungdes como barreira seletiva, acdo enzimaética e
geracdo de energia (GILL e HOLLEY, 2006; VALERIANO, 2010).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem relatado a importancia do uso de
plantas medicinais como recurso terapéutico desde 1978, recomendando a difusdo mundial
dos conhecimentos necessarios para o seu uso (ALBUQUERQUE, 2018).

O Brasil apresenta uma notoria biodiversidade de plantas em seu territorio, no
entanto o seu potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos so foi reconhecido pelo
Governo Federal em 2006, por meio da criagdo da “Politica Nacional de Plantas
Medicinais ¢ Fitoterapia”, cujo objetivo é fomentar pesquisas, desenvolvimento
tecnolégico e inovacdo na éarea de produtos naturais e atender as necessidades
epidemioldgicas do pais, resultando na criacdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS) em 2009, com uma lista de plantas com potencial para
gerar produtos de interesse para a rede plblica de salde (KARPINSKI e
SZKARADKIEWICZ, 2015).

Os estudos que revelam resisténcia de microrganismos patdgenicos as drogas
convencionais estimulam a busca por novas alternativas terapéuticas, incentivando
principalmente a procura por substancias naturais com poder antibidtico (SARTO e
JUNIOR, 2014). Dessa maneira, existem varios relatos sobre a a¢do antimicrobiana destes
tipos de compostos com resultados interessantes, tais como a inibicdo observada por
BARA e VANETTI (1998) com uso do OE de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.)
em isolados de S. tryphymurium, S. aureus, L. monocytogenes e Yersinia enterocolitica.
COSTA et al. (2008) apontaram potencial bioldgico e toxicidade ativa do OE de canela de
cunhd (Croton zehntneri) em testes com culturas de S. typhimurium, E. coli, S. aureus e
Streptococcus f-haemolyticus.

ARAUJO et al. (2004), em experimento para verificar atividade antimicrobiana de
OE de 7 plantas medicinais contra bactérias e fungos, observaram que as cepas bacterianas
mostraram-se mais resistentes a acdo dos OE do que as cepas fungicas e os OE que
obtiveram maior atividade antimicrobiana foram canela (C. zeylanicum), erva cidreira
(Lippia alba) e rabo de raposa (Conyza bonariensis).

FREIRE et al. (2014) observaram expressiva agdo antibacteriana em testes in vitro
com OE de canela da china (C. cassia) e tomilho branco (T. vulgaris) frente a amostras
padréo de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e S. aureus (ATCC 25923).

SANTOS et al. (2017) constataram a eficacia dos OE de canela, orégano e citronela
frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa e S. aureus.

Os compostos isolados presentes como majoritarios em OE também tem sido alvo

de estudos, como o de SILVA et al. (2018), que utilizaram derivados do eugenol,
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substancia majoritaria em OE de cravo, para avaliar a atividade antibacteriana em isolados
de bactérias Gram positivas e Gram negativas (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus,
Streptococcus, K. pneumoniae, B. cereus) e observaram alta atividade de inibicéo.

Alguns estudos detectaram acgdo inibitdria de dleos essenciais frente a isolados de
C. diphtheriae, como MAHOMOODALLY et al.(2018) trabalhando com OE extraido de
folhas de marmeleiro da india, JAYAPAL (2018) com o uso de OE extraido de folhas de
manjericdo santo e LAZZARABAL-FUENTES et al. (2019) utilizando OE de partes
aéreas das plantas nativas chilenas rica rica e copa copa, mas ainda existem poucos
registros de estudos sobre o potencial antimicrobiano de Oleos essenciais contra esse
microrganismo (RAPPER e VAN VUUREN, 2020).

2.2.4 Resisténcia bacteriana e o uso de 6leos essenciais

Desde o uso em larga escala de antibi6ticos, que ocorreu no final da década de
1940, para tratar de doencas bacterianas em humanos, identificou-se selecdo e aumento na
frequéncia de resisténcia bacteriana a esses medicamentos (WOODFOR e LIVERMORE,
2009; CARLET et al., 2012; ANDERSSON e HUGHES, 2017).

Os antibidticos sdo elementos fundamentais no controle de infeccGes nas vias
respiratorias superior e inferior, 0 que torna a resisténcia um fator de risco para aumento da
mortalidade, maior tempo de internacdo dos pacientes e falha clinica no tratamento (VAN
etal., 2017; GUITOR e WRIGHT, 2018).

GUITOR e WRIGHT (2018) apontam duas razfes para a crise nos antibidticos: a
evolugdo microbiana, resultado da capacidade dos microrganismos em desenvolver
mecanismos para sobreviver a pressdo seletiva causada pelos farmacos, que diminuiu a
sensibilidade em todas as classes de antibidticos para todos 0s patdgenos importantes e a
falta de desenvolvimento ou descoberta de novos medicamentos, atribuida a questdo do
investimento econdmico, por ser mais interessante desenvolver farmacos para doencas
crbnicas do que para aquelas consideradas agudas, culminando na dificuldade em
identificar e testar novos medicamentos que sejam seguros.

A resisténcia bacteriana vem sendo reportada em ritmo crescente nos diferentes
patdgenos Gram positivos e Gram negativos, representando um grande desafio terapéutico
e incerteza quanto ao uso de antimicrobianos no futuro (ROSSI e ANDREAZZI, 2005;
CAPURRO, 2020). J& foi relatada a presenga de genes de resisténcia em C. diphtheriae

para vérias classes de antibioticos, bem como genes adicionais encontrados em outras
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espéecies de Corynebacterium, revelando uma dindmica evolutiva dessa importante
caracteristica de interesse clinico (BARRAUD et al., 2011; HENNART et al., 2020).

Durante séculos, as plantas foram usadas para Vvarios propdsitos, incluindo o
tratamento de doengas infecciosas, 0 que as coloca em posicdo de destaque para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos. Nesse contexto, os 0leos essenciais s&o
explorados como substitutos promissores aos medicamentos usados atualmente, com
relatos de consideravel atividade antimicrobiana, atribuida diretamente a capacidade das
plantas em sintetizar substancias aromaticas, que em sua maioria sdo fenois ou derivados
substituidos por oxigénio (SAKKAS e PAPADOPOULOU, 2017).

As especiarias, além de seu ja reconhecido uso como aromatizantes, corantes e
conservantes em alimentos, também j& foram usadas na medicina popular para tratar
diferentes doencas e tém sido alvo de um grande ndmero de estudos in vitro que relatam
eficacia no combate a doencas antibacterianas e antifingicas, tanto em extratos como em
seus constituintes puros, como 6leos essenciais (SOKOVIC et al., 2010; LIU et al., 2017).

O uso de plantas medicinais e seus produtos derivados como agentes
antimicrobianos pode fornecer maior seguranga para 0s usuarios e 0 meio ambiente devido
possuir origem natural, resultando em menor risco de aumento da resisténcia microbiana a
sua acdo (DAFERERA et al., 2003; QUEIROZ et al., 2014).

Os estudos de atuacdo promissora de OE frente a bactérias Gram negativas e Gram
positivas, que demonstram capacidade de diminuir a concentracdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida minima, revelam que pode ocorrer atividade sinérgica entre 6leos
essenciais e antibioticos comuns ou outros 6leos essenciais (BROCHOT et al., 2017;
AELENEI et al., 2019; OLIVA et al., 2018; ROSATO et al., 2018).

2.3 Corynebacterium diphtheriae E DIFTERIA

O género Corynebacterium é constituido por variados bacilos Gram positivos, com
mais de 163 espécies de corinebactérias descritas, sendo varias relacionadas com a
colonizacdo e/ou infeccdo em humanos e animais (POPOVIC et al., 2000; KAUFMANN
et al., 2002; DIAS et al., 2011; BADELL et al., 2020). Estdo presentes no meio ambiente,
além de integrarem a microbiota humana da pele e de mucosas, tidos como comensais,
podem se tornar verdadeiros agentes patogénicos em condicdes especiais (PALACIOS et
al., 2010; MARTINS, 2014). As bactérias desse género apresentam uma camada

peptidoglicana ligada covalentemente a uma malha de arabinogalactano, além da presenga
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de uma camada externa de acido micolico e alto conteddo guanina/citosina no genoma
(DORELLA et al., 2006; BAIRD e FONTAINE, 2007; SANTANA, 2014).

C. diphtheriae é uma espécie do género Corynebacterium clinicamente importante,
assim nomeada por sua aparéncia caracteristica em forma de taco na coloragcdo de Gram e
sua propensao a formar uma pseudomembrana (SOTO et al., 1994; FUNKE et al., 1997;
SALLEB, 2019).

O principal agente etiol6gico da difteria € o C. diphtheriae, que compreende bacilos
Gram positivos, pleomorficos, aerdbios, desprovidos de mobilidade e capacidade de
esporulacdo. Esta espécie foi caracterizada em quatro subespécies: gravis, mitis,
intermedius e belfanti. Um individuo pode abrigar mais de um biovar simultaneamente.
Embora clinicamente semelhantes, os biovares podem ser distinguidos com base na
morfologia das coldnias, hemolise e reacdes bioguimicas (CLARRIDGE e SPRIGEL,
1995; FUNKE et al., 1997; FUNKE e BERNARD, 2007).

Dentre os principais fatores de viruléncia de C. diphtheriae estdo: a producédo de
toxina diftérica (TD), um polipeptideo de aproximadamento 59 kDa, cujo efeito citotoxico
provoca a inibicdo da sintese proteica e tem como alvo as células do miocérdio, sistema
nervoso, rins e suprarrenais; a adesividade do bacilo diftérico, que Ihe confere capacidade
de adesdao em superficie celular ou inerte, propiciando a formacdo de biofilme que
contribuem para a manutencdo e proliferacdo do microrganismo no ambiente e no
hospedeiro (HOLMES, 2000; HIRATA Jr et al., 2002; MOREIRA et al., 2003; SANTOS
etal., 2015).

Outro principal mecanismo de viruléncia é captacdo de ferro das células do
hospedeiro, que Ihe confere sucesso no processo infeccioso e ainda controla a expresséo de
outros fatores de viruléncia (HOLMES, 2000; HIRATA Jr et al., 2002; MOREIRA et al.,
2003; SANTOS et al., 2015).

As analises gendmicas identificaram potenciais genes envolvidos nas caracteristicas
adesivas, invasivas e de viruléncia de cepas de C. diphtheriae, mas também destacaram o
impacto da transferéncia horizontal de genes na aquisicdo destes (SANGAL e
HOSKISSON, 2016).

As manifestacdes locais e sistémicas da difteria sdo em geral relacionadas a acdo da
toxina diftérica (TD), que é o fator de viruléncia mais bem estudado do C. diphtheriae
(PAPPENHEIMER, 1993; WANG e LONDON, 2009; MAN et al., 2010) e é considerada
principal fator responsavel, ndo sé pela destrui¢do celular, mas também pelo acimulo de
fibrina (MORTIMER e WHARTON, 1999), sugerindo que a presenca de bacteri6fagos
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que transportam o gene tox é essencial para a formacao de pseudomembrana (SABBADINI
etal., 2010).

A imunidade adquirida contra a difteria é obtida através da vacinacdo com o
toxoide diftérico presente na vacina triplice bacteriana contra tétano, difteria e coqueluche
(DTP) (BONNET e BEGG, 1999; GALAZKA, 2000). A vacinacao traz bons progndsticos
para a populacdo e estd no calendario regular de imunizacdo da maioria dos paises
(BITRAGUNTA et al., 2010).

Apos trés décadas de controle, a difteria ressurgiu de maneira epidémica no Leste
Europeu, principalmente na Russia e na Ucrania, com aproximadamente 157.000 casos e
5.000 obitos reportados no periodo de 1990 a 1999 (GALAZKA e ROBERTSON, 1995;
REY et al., 1996; GALAZKA, 2000). Foi inicialmente caracterizada por uma mudanca na
faixa etéria acometida, que passou a ser constituida por individuos acima de 15 anos de
idade (REY et al., 1996; DITTMAN et al., 2000). Um namero elevado (30%) de casos
graves ou fatais também foi observado em individuos vacinados (DITTMAN et al., 2000).

Entre os anos 2010 e 2011, ocorreram 6.608 casos de difteria classica na india
(onde a cobertura vacinal € inferior a 80%), 1.238 na Indonésia, 240 no Nepal, 238 no Iran
e 194 no Sudao, além de centenas de casos em outros paises (MATTOS-GUARALDI et
al., 2011). Nos anos de 2015 e 2016, mais 10 casos foram confirmados na India no distrito
de Dibrugarh, sendo que os pacientes se encontravam ndo imunizados ou parcialmente
imunizados (DAS et al., 2016).

No Brasil, entre 1969 e 1985, a difteria atingiu principalmente criangcas com idade
igual ou inferior a 10 anos, no Rio de Janeiro (FERREIRA, 1990). Ocorreram casos de
difteria em quase todos os estados do territério brasileiro, incluindo o Maranhédo
(MATTOS-GUARALDI et al., 2001; BRASIL, 2007). Neste ultimo estado, em 2010,
houve um surto epidémico de difteria por C. diphtheriae, o qual atingiu trés municipios
(Jatoba, Colinas e Sdo Domingos). Foram confirmados 27 casos, a maioria em criangas e
adolescentes entre a faixa etaria de 7 a 15 anos, e trés ébitos foram relatados, sendo que
dois destes individuos tinham histérico de vacinacdo completa. A subespécie isolada nesse
surto foi intermedius (SANTOS et al., 2015).

2.4 BIOFILME BACTERIANO

Comunidades microbianas sdo capazes de aderir a substancias bioticas ou abioticas

formando biofilme no qual suas células estdo envoltas em uma matriz por elas produzida,
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constituindo-se em fator de importancia clinica, pois dificulta o tratamento de varias
infeccdes bacterianas (COSTERTON et al., 1999; HALL e MAH, 2017).

A matriz de biofilmes bacterianos é composta por substancias poliméricas como 0s
polissacarideos, poliamidas, poliésteres e polifosfatos (MORADALI et al., 2017;
MORADALI e REHM, 2020). Essas substancias podem agir como moléculas de
armazenamento em torno das células, possuindo diversas fungdes bioldgicas, como adeséo,
armazenamento de energia ou protecdo e propriedades fisico-quimicas importantes para o
comportamento bacteriano, como translocacdo, fixacdo em superficies bidticas ou
abioticas, invasdo, protecdo e persisténcia, sendo sua sintese regulada em resposta a
estimulos ambientais (REHM, 2010; MORADALI e REHM, 2020).

As infeccOes baseadas em biofilme sdo dificeis de erradicar devido a sua
capacidade de suportar concentracfes de antibioticos que normalmente matariam células
planctonicas de natacdo livre. Como consequéncia, biofilmes bacterianos contribuem
significativamente para a morbimortalidade em pacientes (HALL e MAH, 2017).

A implantacdo de dispositivos médicos em pacientes os torna vulnerdveis ao
desenvolvimento de infeccdo com formacdo de biofilme, pois as células do tecido
hospedeiro e as bactérias patogénicas competem para ocupar a superficie destes e, se as
bactérias conseguem aderir e ocupar essa superficie, iniciam a formacdo do biofilme,
alterando suas propriedades e obtendo resisténcia aos antibidticos (DEL POZO e PATEL,
2007; DEL POZO et al., 2009; DEL POZO et al., 2014; DEL POZO, 2017).

Esse processo de formacdo de biofilme é um fator de preocupacdo para 0S
profissionais da saude, pois nos Ultimos anos observa-se aumento acentuado de pacientes
recebendo implantes de dispositivos médicos. Além disso, os biofilmes também podem
causar infec¢Bes subclinicas, provocando mau funcionamento ou degradacdo quimica de
biomateriais (DEL POZO e PATEL, 2007; DEL POZO et al., 2009; DEL POZO et al.,
2014; DEL POZO, 2017).

No estagio final do desenvolvimento do biofilme ocorre a dispersdo de células,
etapa necessaria para as bactérias deixarem a macroestrutura que a sustentam, em busca de
alcancar novos locais no hospedeiro. Essa fase é caracterizada por uma alteracéo fenotipica
ativa que envolve deteccdo de sinais ambientais, os quais culminam na liberacdo de células
individuais e/ou agregados multicelulares (MCDOUGALD et al., 2012; PETROVA,
SAUER, 2012; GUILHEN et al., 2017).

Apesar do uso de antibidticos, como imipenem, colistina e similares, ter a

capacidade de reduzir os biofilmes, em geral demonstram-se incapazes de elimina-los
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completamente, pois implicam em efeitos toxicos e colaterais severos, de maneira que nao
é possivel atingir a concentracdo minima de antibiético in vivo (ROY et al., 2018).
Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o fendtipo hipermutador do
biofilme ndo esta apenas associado a mecanismos adaptativos ao ambiente, mas também ao
desenvolvimento de resisténcia durante a exposi¢cdo aos antibidticos, revelando mdaltiplos
mecanismos de tolerancia (fenotipicos e genéticos) (MACIA et al., 2006; PLASENCIA et
al., 2007; MENA et al., 2008; CIOFU et al., 2017). Devido a essa natureza multifatorial da
tolerdncia do biofilme aos antibidticos, é necessaria uma combinagdo de diferentes
estratégias para melhorar o efeito dos medicamentos de escolha e do sistema imunoldgico
(MACIA et al., 2006; PLASENCIA et al., 2007; MENA et al., 2008; CIOFU et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DOS MATERIAIS VEGETAIS E OBTENCAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Os materiais vegetais tiveram origens distintas. As folhas de C. verum (canela)
foram coletadas no municipio de Paco do Lumiar (MA), com coordenadas geogréaficas
2°32'02.1" Sul, 44°11'12.6" Oeste, de acordo com as normas estabelecidas na literatura, em
quantidade adequada para a realizacdo das andlises quimicas e bioldgicas (HARBONE,
1984) e submetidas a secagem em estufa a 45°C por 24 horas. As inflorescéncias de S.
aromaticum (cravos da india) foram adquiridas ja desidratadas no Mercado Central,
estabelecimento comercial popular de Sao Luis (MA).

Para a extracdo dos OE, ambos produtos vegetais secos foram triturados em moinho
elétrico de facas (TECNAL, modelo TE-340) e pesado aproximadamente 400 gramas de
cada material vegetal. Separadamente, o material vegetal previamente pesado adicionado a
4.000 mL de agua destilada, foi submetido ao Sistema Extrator de Clevenger acoplado a
um bal&o de fundo redondo de 6.000 mL e uma manta aquecedora como fonte geradora de
calor. Em seguida, manteve-se a manta elétrica a temperatura de 100°C por 4 horas. O
6leo obtido foi seco pelo método de percolacdo em sulfato de sédio anidro (NazSOas), as
aliquotas foram armazenadas em tubos de vidro sob refrigeracdo para evitar possiveis
perdas volateis. O rendimento foi calculado através da formula R% = (V.d/m) x 100, em
que V = volume total de dleo extraido (mL), d = densidade do 6leo (g/mL) e m = massa da
espécie vegetal seca (g) (RABELO, 2010).

3.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

A analise dos constituintes volateis foi realizada em cromatrografo a gas
(SHIMADZU), acoplado a um espectrometro de massa CG/EM QP5050A equipado com
coluna capilar fenilpolislfenileno-siloxano de BPX 5%. Utilizou-se o hélio de alta pureza
(99,9995%) como gas de arraste. A temperatura do injetor e interface do GC com detector
seletivo foi mantida a 280°C com vazao na coluna capilar (60 m x 0,25 mm x 0,25um) de

2,7 mL min’, programada para operar a 50°C. Para as andlises, aliquotas dos OE foram
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injetadas com um volume de 1uL em acetato de etila (0,0010 g de 6leo essencial em 1 mL
de acetato de etila de grau cromatografico) nas seguintes condi¢cdes: modo split com
pressdo de coluna de 150 kPa, velocidade linear de 59,1 m.s, com vazdo total de gas
carreador de 30 mL min? no impacto de elétrons em split 1:10, com gradiente de
temperatura 40°C (5 min), 240°C (4°C min™ 1); 240-300°C (8°C min, 7 min); t = 60
minutos. Em MS, o modo de varredura de 0,5 segundos para varredura, faixa de massa de
400-500 Daltons, linha de transferéncia a 280°C e filamento (off) 0 a 4s (GOMES et al.,
2018; MARTINS et al., 2020). Identificamos os componentes do 6leo a partir da
comparacdo destes com os dados obtidos de substancias auténticas existentes nas
bibliotecas de referéncia Wiley 229 Spectroteca e Automated Mass Spectral Deconvolution
Mass & Identification System (AMSDIS) (MEYER et al., 1982).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO METODO DO
FOSFOMOLIBDENIO DE AMONIO

Para avaliar a formacdo do complexo fosfomolibdénio, preparou-se um reativo cuja
composicdo fundamenta-se em uma solucdo com fosfato de soédio 0,1 mol/L (28 mL),
molibdato de aménio 0,03 mol/L (12 mL) e acido sulfurico 3 mol/L (20 mL),
completando-se com agua para 100 mL.

As solucdes dos OE e do controle de maxima atividade antioxidante (acido
ascorbico) foram preparadas na concentragao de 200 ug/mL. Posteriormente, uma aliquota
de 0,4 mL destes, na referida concentracdo, foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 4 mL do reativo. A solugdo de controle de minima atividade antioxidante foi
preparada a partir de 0,4 mL de &gua destilada adicionada a 4 mL do reativo. Os tubos
hermeticamente fechados foram incubados por 90 minutos a 95°C e depois resfriados até
temperatura ambiente. Em seguida, realizaram-se as leituras das absorbancias a 695 nm no
espectrofotometro (MICROPLATE READER, modelo TP-READER NM).

A acdo antioxidante das amostras foi expressa em relacdo ao &cido ascorbico,
considerando que o valor de sua absorbancia corresponde a 100 % de acdo antioxidante. A
porcentagem da atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela equagédo: %AA= Aamostra
— Avbranco/Apadrio — Abranco X 100, onde Aamostra € @ absorbancia de cada amostra, Avranco € @
absorbancia do branco e Apadrao € a absorbancia do padréo (&cido ascorbico) (PRIETO et
al., 1999; EMERENCIANO et al., 2015). As analises foram feitas em duplicata por duas

VEZES.
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3.4 ATIVIDADE HEMOLITICA

O trabalho seguiu os preceitos éticos estabelecidos pela Resolugdo do Conselho
Nacional de Salude n° 466/12, que trata de pesquisas que envolvem direta ou indiretamente
seres humanos. A utilizacdo de hemacias humanas nos experimentos de hemdlise e
citotoxicidade foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade CEUMA,
sob o parecer de n° 1.732.522, de acordo com a Declaragdo de Helsinki de 1975, revisada
em 2008.

Para a avaliacdo da atividade hemolitica dos OE, foram obtidas hemécias de
voluntario saudavel sem histérico recente de uso de antibidticos e/ou drogas anti-
inflamatorias para doengas infecciosas e/ou inflamatdrias por 3 semanas antes da coleta da
amostra sanguinea, que foi realizada com sistema a vacuo. Uma aliquota de 4 mL do
sangue foi lavada com solucdo salina (0,9% p/v, NaCl) por centrifugacdo a 3.000 rpm,
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Os eritrocitos sedimentados no tubo
foram diluidos em solucdo salina até obtencdo de uma suspensdo a 1% (v/v). Aliguotas
iguais de suspensdo de eritrocitos e OE em diferentes concentragdes (1.000, 500, 250, 125
e 50 pg/mL), foram misturadas e incubadas a 37°C, com agitacdo continua, durante 60
minutos. As solucdes foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos e, a partir do fluido
sobrenadante, transferiu-se 100 pL para uma microplaca para aferirar a absorbéancia no
espectrofotdbmetro a 550 nm (MICROPLATE READER, modelo TP-READER NM). Para
eliminar a interferéncia do OE na absorbéancia, foram preparadas solucdes controle sem a
adicdo de hemécias (solugdo controle branco). As suspensdes de hemacias acrescidas de
solucdo salina e de agua destilada foram, respectivamente, os controles hemoliticos de
minimo e maximo. O experimento foi realizado em duplicata, por duas vezes (OLIVEIRA
etal., 2011).

3.5 AVALIACAO PRELIMINAR DE TOXICIDADE CONTRA Artemia salina

Ovos de A. salina adquiridos em comeércio de psicultura ornamental na cidade de
Sao Luis (MA), Brasil, foram submetidos a condi¢des ideais para eclosdo e posterior
desenvolvimento das larvas até alcancarem o estigio de metanauplio (24 horas); estas
foram transferidas para recipientes plasticos, separando-se grupos de 10 individuos para
cada receptaculo. O experimento foi realizado em duplicata e em cada receptaculo
adicionou-se solucgéo salina (0,9% p/v, NaCl) e aliquotas dos OE nas concentragdes de 10,

100 e 1.000 pg/mL. Como controle positivo, utilizou-se 10 pug/mL de solucdo dicromato de
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potéssio (K2Cr207) em salina. Solugdo de DMSO em salina a 0,01% foi utilizada como
controle negativo. Apos 24 horas de contato, foram contados os microcrustaceos mortos. O
resultado avaliou a concentracdo letal média (CLso), sendo considerado “toxico” se a CLso
<1000 pg/mL e “ndo toxico” se a CLsp > 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982; ROSA et al.,
2016).

3.6 BIOENSAIO COM LARVAS DE Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor foram mantidas em recipiente plastico, contendo substrato
apropriado, fechado com tampa perfurada revestida internamente por tecido fino, em
temperatura aproximada de 15°C. Estas foram selecionadas de modo que tivessem
aparéncia uniforme em tamanho e posteriormente higienizadas com éalcool 70%. Em
sequida, foram distribuidas em grupos experimentais em placas de Petri descartaveis e
estéreis, contendo 10 individuos em cada grupo, correspondentes as concentracdes de
1.000 a 62,5 pg/mL dos OE e controle. Os grupos receberam, através de injecao, 10 pL dos
OE previamente diluidos em DMSO (0,01%) nas concentracdes trabalhadas ou somente
salina (0,9% p/v, NaCl) para o grupo controle, na segunda esternite visivel acima da cauda,
na porgdo ventral, sendo posteriormente mantidas a 37°C. A taxa de sobrevivéncia das
larvas foi observada em intervalos de 24 horas por 5 dias apds a administracdo dos OE,
considerando larvas mortas aquelas que visualmente apresentam melanizagédo e auséncia de
resposta a estimulos fisicos, tocando-as suavemente (FERRO et al., 2016). Os

experimentos foram realizados duas vezes em duplicata.

3.7 ORIGEM E CULTIVO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS

Para os experimentos com uso de amostras bacterianas foram utilizadas 5 C.
diphtheriae isoladas de nasofaringe durante surto de difteria ocorrido no Maranh&o, Brasil
(SANTOS et al., 2015) e duas amostras padrdo American Type Culture Collection
(ATCC), conforme Tabela 1. Todas as amostras foram cedidas pelo Laboratério de Difteria
e corinebactérias de Importancia Médica da UERJ (LDCIC-UERJ), que estdo estocadas em
meio GC-glicerol 20% no Laboratdrio de Doencas Bacterianas Respiratorias e Sistémicas
(LDBRS) da Universidade Ceuma e foram cultivadas por 24-48h/37°C em meio Trypticase
Soy Broth (TSB), Trypticase Soy Agar (TSA) e/ou &gar sangue de carneiro e agar
chocolate telurito (SABBADINI et al., 2010).
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Tabela 1 - Isolados de Corynebacterium diphtheriae utilizados no estudo.

Isolados

Corynebacterium  Subespécie Origem Toxinogenicidade

diphtheriae

MA 19 Intermedius  Difteria/Faringe +
Maranhé&o/Brasil

MA 23 Intermedius  Difteria/Faringe +
Maranhé&o/Brasil

MA 52 Intermedius  Difteria/Faringe +
Maranhé&o/Brasil

MA 131 Intermedius  Difteria/Faringe +
Maranhé&o/Brasil

MA 150 Intermedius  Difteria/Faringe +
Maranhé&o/Brasil

*ATCC 27010/ Mitis Difteria/Orofaringe -

C7s Estados Unidos da
América

ATCC 27012 Mitis Difteria/Orofaringe +
Estados Unidos da
América

MA: Maranhdo; ATCC: American Type Culture Collection; *: Amostras homdlogas; -: Ndo
produtor de toxina diftérica; +: Produtor de toxina diftérica

3.8 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
DOS OLEOS ESSENCIAIS

Ensaios de microdiluicdo foram realizados a partir de indculos de suspensfes
microbianas em salina (1,5.102 UFC mL™, que corresponde a 0,5 da escala de McFarland),
diluidas em meio de cultura caldo Mueller Hinton (MH) (Difco) na proporcédo 1:10 e
transferidas para pogos de microplaca de 96 pocos contendo os OE diluidos seriadamente a
partir da concentracdo de 3.000 pg/mL, na propor¢do de 1:2. As microplacas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. A revelagdo do ensaio foi feita pela adicdo de 30 uL de
resazurina (0,03%) em cada poco da microplaca, a qual foi novamente incubada por 30
minutos. Os controles do experimento foram 0 negativo, contendo apenas meio de cultura
acrescido de suspensdo bacteriana, e 0 positivo, constituido de meio de cultura com
cloranfenicol (30 pg) ao qual foi incluida a suspenséo bacteriana. A CIM foi a menor
concentracdo dos OE na qual ndo se detectou mudanca de coloragdo do azul para o réseo

(PALOMINO et al., 2002), denotando auséncia de crescimento bacteriano. O experimento
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foi realizado por duas vezes, em triplicata. A classificacdo da atividade antimicrobiana dos
OE seguiu a proposta de ALIGIANNIS et al. (2001), na qual é considerada forte se a CIM
estiver nas concentragcbes de 50 a 500 pg/mL, moderada com CIM entre 600 e 1.500
pg/mL e fraca com CIM acima de 1.500 pg/mL.

3.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA
(CBM)

Para a determinacdo da CBM, uma aliquota de 10 pL dos pogos que nao
apresentaram crescimento microbiano visivel no experimento de CIM foi retirada e
inoculada em placas de &gar MH. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 48
horas. A CBM foi a menor concentracgdo dos OE na qual ndo ocorreu crescimento
bacteriano sobre a superficie do meio de cultura. Os OE foram considerados agentes
bacteriostaticos, quando a razdo CBM/CIM > 4, e agentes bactericidas, quando a razdo
CBM/CIM < 4. Os ensaios foram realizados em duplicata, por duas vezes (KOO et al.,
2000; GATSING et al., 2006; SANTURIO et al., 2007).

3.10 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA MORFOLOGIA E
AGREGACAO BACTERIANA

Microrganismos na densidade optica (DO) 0,3 em comprimento de onda de 570
nm, cultivados na presenca de %2 da CIM do OE que apresentou CIM e CBM, por 24 e 48
horas, foram corados pelo método de Gram e observados em microscépio optico sob
objetiva de imersdo. A fim de se verificar a ocorréncia de alteragdes na morfologia dos
microrganismos e o efeito na agregacdo bacteriana, foram considerados 10 campos
contendo entre 40 e 70 microrganismos. O experimento foi realizado por duas vezes
(GOMES et al., 2013).

3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A formacdo de biofilme foi determinada em placas de microtitulacdo de
poliestireno de 96 pocos (STEPANOVIC et al., 2000). Aliquotas de suspensdes
bacterianas em meio de cultura caldo TSB, na DO de 0,2 aferida em comprimento de onda
de 570 nm, foram dispostas em microplacas de 96 pocos, juntamente com o OE que
apresentou CIM e CBM na concentracdo de %2 da CIM. Pocos controle, ndo contendo o OE
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(controle negativo) e contendo dimetilsulfoxido (DMSO, controle positivo) a 1% também
foram preparados. Apos incubagdo por 48 horas a 37°C, aspirou-se cuidadosamente o
contetdo dos pocos, que foram lavados com solugdo salina 0,9%. Houve entdo, para os
microrganismos que permaneceram aderidos, fixagdo com metanol a 99% e colora¢do com
cristal violeta a 2%. O corante foi solubilizado com 160 pL de acido acético glacial e a DO
da solucédo foi aferida em comprimento de onda de 550 nm (MICROPLATE READER,
modelo TP-READER NM) (GOMES et al., 2013).

A formacgdo de biofilme foi classificada qualitativamente conforme categorias
previamente propostas por STEPANOVIC et al. (2000) e SOUZA et al. (2015) em: nao
aderentes (-), quando a DO < DO (Controle); fracamente aderentes (+), quando DO.< DO
< 2 x DO¢; moderadamente aderentes (++), quando 2 x DO; < DO < 4x DOc; fortemente
aderentes (+++), quando 4 x DOc < DO. O experimento foi realizado por duas vezes, em

triplicata.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises de dados foram realizadas com o programa Graphpad Prism 6.
Os dados dos testes de concentracdo letal e toxicidade foram expressos como média +
desvio-padréo. Nas analises dos dados obtidos nos testes de sobrevivéncia de T. molitor e
atividade antibiofilme, para verificar as diferencas entre os grupos, considerou-se como
significativo p<0,05. A curva de sobrevivéncia no ensaio com as larvas de T. molitor foi
obtida através da aplicacdo dos testes de Kaplan-Meier, analisando os resultados com o
teste Log-Rank (Mantel-Cox). Para os dados obtidos do teste de biofilme aplicou-se o

teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas de C. verum (canela) tiveram 2% de rendimento na producdo de 6leo
essencial. Na Tabela 2, € possivel observar que a analise cromatogréafica identificou 21
componentes, sendo o eugenol (72,1%) o componente majoritario, seguido do a-felandreno
(6,89%) e do O-cimeno (3,56%).

Tabela 2 — Composicdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de Cinnamomum
verum J. Presl. (canela).

Pico Area (%) Composto identificado
1 0.46 aTujeno
2 2.66 oPineno
3 0.65 Canfeno
4 0.76 BPineno
5 0.44 BMirceno
6 6.89 oFelandreno
7 0.33 3Careno
8 3.56 0-Cimeno
9 0.82 Limoneno
10 0.64 1,8- Cineol
11 0.45 Terpinoleno
12 1.43 Linalol
13 0.41 aTerpineol
14 0.44 E- Cinamaldeido
15 721 Eugenol
16 3.15 BCariofileno
17 0.54 oHumuleno
18 1.22 Nao identificado
19 0.31 Espatulenol
20 0.24 Oxido de cariofileno
21 2.48 Benzoato de benzila

Fonte: O autor, 2019

O OE de S. aromaticum (cravo) apresentou rendimento de 3,64%. Na Tabela 3
verifica-se a identificacdo de 15 componentes, sendo os majoritarios o eugenol (44,29%), o

cariofileno (4,87%) e o a-humuleno (4,87%).
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Tabela 3 - Composi¢do quimica do 6leo essencial extraido de inflorescéncias desidratadas
de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo).

Pico Area (%) Composto identificado

1 44.29 Eugenol

2 0.72 Copaeno

3 0.02 Oxido de Cariofileno
4 0.04 Isocariofileno

5 4.87 Cariofileno

6 0.03 a-Cebebeno

7 4.87 a-Humuleno

8 0.16 y- Muuroleno

9 0.10 a-Farneseno

10 0.11 Panaxene

11 0.10 -Patchoulane

12 0.08 1- (2-bromoetil) Adamantano
13 0.29 A-Cadineno

14 0.25 Acetato de Eugenol
15 0.15 Hidroazuleno

Fonte: O autor, 2019

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO METODO FOSFOMOLIBDENIO
DE AMONIO
A anélise da atividade antioxidante do OE de C. verum demonstrou reducdo do

radical fosfomolibdénio em 21,5% e o OE de S. aromaticum em 40,6%.

4.3 ATIVIDADE HEMOLITICA

A avaliacdo da toxicidade sobre as hemacias humanas pelos OE revelou que
concentracdo acima de 225 + 0,01 pg/mL do OE de C. verum é necessaria para hemolisar

50% das hemacias, assim como para 0 OE de S. aromaticum € de 514 + 0,01 pg/mL.

4.4 AVALIACAO PRELIMINAR DE TOXICIDADE CONTRA Artemia salina

A avaliagéo preliminar da toxicidade dos OE contra A. salina demonstrou que para
0 OE de C. verum a concentracdo letal para 50% dos microcrustaceos (CLso) foi de 1,37 +
3,24 pg/mL, engquanto que para o 6leo de S. aromaticum apresentou CLso de 377, 25 + 3,90

pg/mL.
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4.5 BIOENSAIO COM LARVAS DE Tenebrio molitor

A média de sobrevivéncia das larvas de T. molitor apos a administracdo do OE de
C. verum em cinco concentragdes diferentes foi de 56,88%, ja com o de S. aromaticum a
taxa foi de 80% (Figura 1).
Figura 1 — Taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor ap6s inoculacdo dos

0leos essenciais de Cinnamomum verum J. Presl. (A) e Syzygium aromaticum
(L.) Merr. & L.M. Perry (B).
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Fonte: O autor (2019)

4.6 DETERMINAQAO DA CONCENTRAQAO INIBITORIA E BACTERICIDA
MINIMA
Analisando o potencial de inibicdo dos OE, obteve-se para 6leo de C. verum
inibicdo em 4 amostras (MA 19, MA 23, MA 52, MA 150) dos 7 isolados testados, em
concentracdes que variaram entre 1.500 e 750 pg/mL. Para o OE de S. aromaticum, todos
os isolados foram inibidos, com variagdo de concentragdes de 1.000 a 62,5 pg/mL (Tabela
4).
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Tabela 4 - Concentrages inibitoria e bactericida minimas (pg/mL) dos 6leos essenciais de
Cinnamomum verum J. Presl. e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.
Perry contra Corynebacterium diphtheriae.

Oleos essenciais

C. verum S. aromaticum Cloranfenicol
diphtcr:{eriae CiIM CBM CBM/CIM CiM CBM CBM/CIM CiM
MA 19 1.500 ND ND 500 ND ND 0,05
MA 23 1.000 ND ND 1.000 ND ND 0,23
MA 52 1.000 ND ND 250 ND ND 0,23
MA 131 ND ND ND 1.000 ND ND 0,46
MA150 750 ND ND 62,5 2.000 32 0,93
PSS ND ND  ND 1000 2000 2 0,23
?Jl%cg: ND ND ND 1.000 ND ND 0,23

CIM: Concentragdo inibitéria minima. CBM: Concentracdo bactericida minima. MA: Maranh&o.
ATCC: American Type Culture Collection. ND: Né&o foi possivel definir nas concentracfes avaliadas.
Bacteriostatico: razdo CBM/CIM > 4. Bactericida: razio CBM/CIM < 4. Média aritmética de um
experimento realizado em duplicata.

Ainda na Tabela 4, verifica-se que foi possivel determinar as concentracoes
bactericidas minimas apenas para o OE de S. aromaticum, em dois isolados, tendo a
relacdo entre as CBM e CIM indicado atividade bactericida contra ATCC 27010 e
bacteriostatica na MA 150.

4.7 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL NA MORFOLOGIA BACTERIANA

O OE de S. aromaticum, por ter inibido o crescimento de todas as amostras
testadas, foi escolhido para realizacdo do estudo do efeito do OE na morfologia da célula
bacteriana e observou-se que este ndo provocou nenhuma mudanca significativa, conforme
observado com a coloracdo de Gram em microscopia dos esfregacos, demonstrados na

Figura 2.
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Figura 2 - Micrografias apo6s coloracdo pelo método de Gram, de Corynebacterium
diphtheriae (MA 23) cultivada com 6leo essencial de Syzygium aromaticum
(L.) Merr. & L.M. Perry.
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A: coloragdo de Gram do isolado ap6s 24h de crescimento em meio com OE em concentragdo de %2
da CIM. B: coloracdo de Gram ap6s 48h de crescimento em meio com OE em concentracdo de %
da CIM. C: coloracdo de Gram do controle bacteriano, crescido em meio sem OE. MA: Maranh&o.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO OLEO ESSENCIAL

Assim como para o experimento do efeito do OE na morfologia bacteriana, a
avaliacdo da atividade do OE na producdo do biofilme foi realizada apenas com OE de S.
aromaticum, por ter inibido todas as amostras de C. diphtheriae testadas.

Em relacdo a classificacdo qualitativa da producdo do biofilme, de acordo com a
proposta de Stepanovic et al. (2000), observou-se que os isolados MA 23, MA 52, MA 131
e as ATCC 27010 e 27012 formaram biofilme em placa de poliestireno sem o acréscimo
do OE de S. aromaticum (grupo controle), classificadas todas como fracamente aderente.

Quando na presenca do OE de S. aromaticum, foi observado que os isolados MA
52, MA 131 e ATCC 27012 mantiveram a mesma classificacdo de aderéncia na formacao
de biofilme daquela do grupo controle. Ja os isolados MA 19 e a MA 150 passaram a ter
producdo classificada como fracamente aderente, alterando o seu perfil de adesdo da
formacdo de biofilme. Os isolados MA 23 e a ATCC 27010 tiveram a classificacdo

alterada para néo aderente, como se pode observar na Tabela 5.
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Tabela 5 - Formacdo de biofilme mediante influéncia do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry.

Amostras Controle Yoda CIM

MA 19 - +

MA 23 + -

MA52 + +

MA 131 + +

MA 150 - +

ATCC 27010 + -

ATCC 27012 + +
MA: Maranhdo. Controle: formacéo de biofilme sem OE. CIM: Concentragdo inibitéria minima.
Classificacdo: -: ndo aderente; +: fracamente aderente; ++: moderadamente aderente; +++:

fortemente aderente.

Na Figura 3, analisando-se quantitativamente o biofilme formado, observa-se que a
presenca 0 Oleo de S. aromaticum aumentou a producdo do biofilme nas placas de
poliestireno em 71, 4% das amostras bacterianas, quando comparadas ao controle (sem
adicdo de OE).

Utilizando o teste de Tukey, foi observado que apenas um isolado (MA 23) teve
reducdo significativa na producéo de biofilme (p < 0,05) com OE na concentracdo de %2 da
CIM, quando se comparou com a formacédo de biofilme do isolado sem a adicdo do OE.
Todos os demais tiveram incremento na formacgdo de biofilme, porém somente em dois
(MA 150 e ATCC 27012) foi significativo estatisticamente.
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Figura 3 - Influéncia do 6leo essencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.
Perry na concentracdo de % da CIM sobre a formacdo de biofilme de
amostras de Corynebacterium diphtheriae em placas de poliestireno.
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MA: Maranhdo. [s]: Formacdo de biofilme sem adicdo do 6leo; [c]: Formacdo de biofilme com adi¢do do
Oleo; *: p < 0,05 (Teste de Tukey); **: p < 0,005; ***: p < 0,0001. Experimentos foram feitos duas vezes em
triplicata. As barras representam media +desvio padrao.
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5 DISCUSSAO

Os produtos naturais séo fonte importante para desenvolvimento de medicamentos
comerciais, abrindo possibilidades de descobertas para compostos bioativos que podem ser
usados na medicina terapéutica, devido aos seus metabolitos de grande diversidade
estrutural (COLEGATE e MOLYNEUX, 2007; BRANDAO et al., 2010; DEXHEIMER e
POZZOBON, 2017).

Nesta pesquisa, foi realizada a analise cromatografica dos OE obtido das folhas de
canela (C. verum) e das flores secas de cravo (S. aromaticum), que identificou para ambos
os OE o eugenol como o componente majoritario. O eugenol é reportado como tendo acdo
antiviral, antimicrobiana, antifingica, anticancerigena, antioxidante e anti-inflamatoria
(HAN e PARKER, 2017; EL-SABER BATIHA et al., 2020), revelando forte potencial
farmacol6gico no combate ou controle a varios tipos de doengas.

KUBATKA et al. (2020) encontraram em 6leo essencial comercial de canela
através de analise de cromatografia gasosa, predominéncia de cinamaldeido (75%), assim
como também outros estudos identificaram a mesma substdncia como componente
majoritario (KALLEL et al., 2019; ZIKELI et al., 2020; MORTAZAVI e ALIAKBARLU,
2019). Essa diferenca entre componentes majoritarios do OE de canela (C. verum) pode
ocorrer devido ao material vegetal a partir do qual foi extraido, como apontado por
ELCOCKS et al. (2019). Estes autores, estudando o efeito bactericida da canela,
encontraram diferencas entre os componentes presentes nos OE extraidos a partir da casca
e das folhas de canela, sendo que aquele proveniente das cascas teve predominéncia de
cinamaldeido, enquanto que o obtido a partir das folhas, o eugenol.

SILVESTRI et al. (2010), ASCENCAO e FILHO (2013), BAKOUR et al. (2018),
GOMES et al. (2018) e EL-SABER BATIHA et al. (2020) também relataram eugenol
como componente majoritdrio do OE extraido de S. aromaticum, corroborando o0s
resultados descritos no presente trabalho.

Compostos que provocam desequilibrio oxidativo no organismo podem conduzir ao
desenvolvimento de doencas como cancer, revelando necessidade da busca por substancias
capazes de combater agente oxidantes (SILVA, 2016; MANTLE et al., 1998; RUBERTO e
BARATTA, 2000). Devido a sintese de metabolitos secundarios das plantas, Oleos
essenciais e extratos de origem vegetal sdo potenciais fontes de antioxidantes (BAKKALI
et al., 2008; RAZAVI et al., 2008). Neste estudo, o OE de C. verum apresentou baixa
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atividade antioxidante (21,5%) em comparagéo ao controle positivo (a4cido ascérbico-100%
de atividade antioxidante), enquanto o OE de S. aromaticum revelou atividade maior
(40,6%), confirmando o potencial antioxidante.

O composto eugenol é relatado como tendo propriedades antioxidantes (DIAS,
2009; BARBOZA et al., 2018); no presente estudo, o OE de C. verum, apesar de té-lo
como composto majoritario, apresentou baixa atividade antioxidante e o OE de cravo (S.
aromaticum) demonstrou maior taxa de atividade antioxidante. Nos estudos de
ANDRADE et al. (2012) o 6leo essencial de casca de canela (C. verum) ndo apresentou
atividade antioxidante significativa. O 6leo essencial de cravo foi reportado como tendo
forte atividade antioxidante por SCHERER et al. (2009).

O resultado obtido pode ter ocorrido em virtude da taxa de compostos fendlicos
(ndo foram quantificados neste estudo), que desempenham importante papel na atividade
antioxidante e dependem das condigdes ambientais da planta (HUANG e FRANKEL,
1997; LEE e SHIBAMOTO, 2001). Um possivel motivo pelo qual a atividade antioxidante
do OE de C. verum demonstrou-se abaixo do esperado é a ocorréncia de diferencas
genéticas das plantas usadas nos trabalhos (SHAN et al., 2005).

A avaliacdo da estabilidade mecéanica da membrana eritrocitaria constitui-se em
sensivel indicador de danos provocados por compostos quimicos, auxiliando na triagem
para testes de citotoxicidade (YAMAGUCHI et al., 2013; SHARMA e SHARMA, 2001).
Ensaios hemoliticos avaliam a quantificacdo de hemoglobina liberada na presenca de
diferentes concentracBes do composto estudado (MARYA et al., 2012). A avaliacdo da
toxicidade sobre as hemacias humanas pelos OE utilizados neste estudo revelou atividade
hemolitica, de maneira que sdo necessarias concentragdes acima de 200 pg/mL do OE de
C. verum para hemolisar 50% das hemécias e 500 pg/mL para o OE de S. aromaticum.

RANGEL et al. (2018) apresentaram resultados que indicam baixa toxicidade do
6leo essencial extraido de folha de canela (C. verum) em hemacias humanas, necessitando
de concentracdes acima de 875 pg/mL para lisar de 2 a 8 % de hemacias, também
MENDONCA (2015) trabalhando com o6leo essencial comercial de canela e cravo (S.
aromaticum) observou que apenas em concentragfes acima 2.048 pg/mL ocorria hemolise
em 3,2% e 1,7% respectivamente.

Em estudo anterior, o eugenol ja foi reportado como composto com baixa atividade
hemolitica (HE et al., 2007), com 4,4% de hemdlise em concentracdo de 4.000 pug/mL. O
OE de C. verum, assim como o de S. aromaticum, apresentaram baixa atividade hemolitica

comparada ao controle de hemolise minima, resultado ja relatado por MENDONGCA (2015)
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que obteve baixa toxicidade sobre hemacias humanas utilizando O6leos essenciais
comerciais de C. zeylanicum e S. aromaticum.

Observou-se ainda, sobre a capacidade de hemdlise dos OE, que as concentragdes
nas quais ocorreu lise de hemécias estéo abaixo das CIM frente a C. diphtheriae, indicando
que devem ser melhor estudadas as propriedades que sugerem capacidade de uso
farmacéutico desses OE para difteria, pois mesmo provocando hemdlise em concentragdes
abaixo da CIM, pode haver modulagdo de sua acdo hemolitica e inibitdria através da
combinagdo com antibidticos de escolha para a referida doenca ou mesmo em combinacgéo
com outros OE (FU et al., 2007; PROBST, 2012).

Ambos os 06leos essenciais trabalhados no presente estudo trouxeram CLso abaixo
de 1.000 pg/mL no experimento de letalidade com A. salina, valores considerados toxicos.

O ensaio de toxicidade aguda com A. salina é um teste rapido, de baixo custo,
eficiente e que requer uma pequena quantidade de amostra (SIQUEIRA et al., 1998). A
letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificacdo de repostas bioldgicas, nas
quais as varidveis como a morte ou vida sdo as unicas envolvidas (MEYER et al., 1982).
Apesar desse teste ser um bom parametro para indicar toxicidade in vivo, existem autores
que o correlacionam como indicativo também de atividades antimicrobiana e
anticancerigena (KANWAR, 2007; HARADA, 2009; LUNGUINO, 2012; ROSA et al.,
2016).

GOMES et al. (2019) encontraram resultados semelhantes utilizando OE extraido
de folhas de canela (C. verum), tendo obtido CLso em 162,1 pg/mL, e de cravo (S.
aromaticum), apresentando CLso de 1 pg/mL. A toxicidade apresentada pelos OE testados
para este experimento esta relacionada ao eugenol, componente que isoladamente ja foi
descrito como tendo alta toxicidade, mas também apresentando agdo antimicrobiana,
antisséptica e antinflamatoria (SHIH et al., 2014; MANRIQUE et al., 2016; HAN e
PARKER, 2017), corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, que obteve
toxicidade para A. salina e efeito inibitorio nas C. diphtheriae testadas.

As taxas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor foram elevadas, quando se
utilizou OE de cravo (S. aromaticum) em concentracdo de até 1.000 pg/mL, enquanto que
trabalhadas as mesmas concentragcbes com OE de canela (C. verum) teve valor pouco
acima de 50%, conforme apresentado na Figura 1.

No Brasil, larvas de T. molitor sdo amplamente utilizadas e comercializadas como
racdo animal, devido a sua facilidade de manuseio e curto ciclo de vida, o que favorece o

uso deste inseto como modelo alternativo para estudos in vivo de patogenicidade e de


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B31
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B29
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B34
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14180#jfds14180-bib-0034
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toxicidade (HAN et al., 2016; McGONIGLE et al., 2016). MARTINEZ et al. (2018),
trabalhando com o6leo essencial comercial de canela (C. verum) e cravo (S. aromaticum),
cujo componente majoritario de ambos foi eugenol assim como no presente estudo, buscou
encontrar a concentracdo letal e o tempo letal destes sobre T. molitor nos estagios de pupa,
larva e adulto e obtiveram resultados distintos, observando maiores taxas de letalidade para
0 OE de canela do que para o OE de cravo para T. molitor em estagio larval, corroborando
0s resultados obtidos neste estudo.

Os OE apresentaram capacidade de inibigcdo dos isolados de C. diphtheriae, sendo
que o OE de cravo (S. aromaticum) inibiu todos os isolados na concentracdo média de 559
pg/mL, enquanto que o de canela (C. verum) inibiu 57% dos isolados, aproximadamente,
em concentracdo média de 1.062,50 pg/mL (Tabela 4). Nao existem relatos publicados
quanto a acdo de inibicdo destes OE frente a C. diphtheriae, porém tem sido descrito
resultados relacionados a capacidade de inibicdo microbiana destes OE sobre bactérias
Gram positivas.

O OE de canela (C. verum) é relatado apresentando atividade inibitdria frente a
isolados de bactérias Gram positivas, como LEBEL et al. (2017) descreveram para
Solobacterium moorei (na concentracdo de 0,039%), ABBASZADEGAN et al. (2016),
testando em Enterococcus faecalis, observaram inibicdo efetiva na concentracdo de 1.000
ug/mL e BARDAJI et al. (2015) com acdo de inibicio moderada frente a Streptococcus
mitis (350 mg/mL), S. mutans (200 mg/mL), Lactobacillus casei (300 mg/mL).

O OE de cravo (S. aromaticum) também tem relatos de atividade inibitdria frente a
bactérias Gram positivas, como XU et al. (2016), que observaram inibicdo frente a S.
aureus em concentragdo de 625.10% pg/mL. RADUNZ et al. (2019), que obtiveram
inibicdo efetiva frente a Listeria monocytogenes e S. aureus na concentracdo de 304.000
ng/mL e ACS et al. (2016) que relataram forte inibicéo frente a S. aureus em concentracio
de 1.000 pg/mL.

A auséncia de inibicdo de alguns isolados pelo OE de canela (C. verum), bem como
as concentracbes maiores para provocar inibicdo em relacdo ao OE de cravo (S.
aromaticum), pode ser atribuida a maior quantidade de eugenol identificada no mesmo.
Este composto apresenta maior efeito contra bactérias Gram negativas do que Gram
positivas, alterando o funcionamento da membrana plasmatica por aumentar a quantidade
de gordura saturada C16, C18 e acidos graxos, e diminuir a quantidade de gordura

insaturada C18. Impede também o transporte de ions e adenosina trifosfato (ATP),
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atingindo diferentes enzimas bacterianas como a ATPase, carboxilase, amilase e proteases
(NAZZARO et al., 2013; JESUS e TORELLI, 2019).

A ocorréncia dessas divergéncias quanto aos resultados obtidos nos testes de
capacidade de inibicdo de OE pode ser atribuida as variaveis dos experimentos que afetam
os resultados, tais como meio de cultura utilizado, tempo e temperatura de incubacéo,
origem, volatilidade, entre outros. Assim como também pode ter relacdo com a
composicdo da parede dos microrganismos (presenca de &cidos corinemicolicos) testados,
que fazem parte do grupo CMN, junto com as micobactérias (AURICCHIO e BACCHI,
2003).

SARTORATTO et al. (2004), baseado em estudos sobre materiais de plantas e suas
acOes inibitorias de ALIGIANNIS et al. (2001), propds a classificacdo da atividade
antimicrobiana de OE a partir dos valores de concentracdo inibitéria, de maneira que a
atividade antimicrobiana é considerada forte se a CIM for de 50 a 500 pg/mL, moderada,
com CIM entre 600 e 1.500 pg/mL e fraca com CIM acima de 1.500 pg/mL, o que revela
atividade antimicrobiana moderada para o OE de C. verum e de forte a moderada para o
OE de S. aromaticum nos isolados testados neste trabalho.

SANTOS et al. (2017) avaliando a concentracdo bactericida minima de Oleo
essencial comercial de canela (C. verum) frente a S. aureus ndo obtiveram efeito
bactericida, apesar de ter observado a inibi¢do, corroborando os dados obtidos no presente
estudo, que ndo obteve efeito bactericida com OE de canela em isolados de C. diphtheriae.

Com o OE de cravo (S. aromaticum), mesmo demonstrando capacidade de inibicéo
em todos os isolados testados, somente foi observada concentracdo bactericida minima
para 2 amostras (MA 150 e ATCC 27010), conforme apresentado na Tabela 4, divergindo
dos estudos de WONGSAWAN et al. (2019) que reportaram atividade bactericida do OE
de cravo em todos os 15 isolados de Streptococcus suis nos quais testou, em concentracdo
de 0,01%, assim como também no trabalho de OLIVEIRA e SALES (2019), que obtiveram
efeito bactericida em S. aureus com baixa concentracdo deste 6leo (50 pL/mL) nas
amostras testadas.

ALIBI et al. (2020) usaram a relacdo entre concentracdo bactericida e inibitdria
minima para verificar se 0s 6leos de cravo (S. aromaticum) e canela (C. verum) tinham
efeito bacteriostatico ou bactericida, tendo observado que ambos foram efetivamente
bactericida para isolados de bactérias Gram negativa e Gram positivas, divergindo dos

resultados obtidos neste trabalho, cuja analise de mesma relagdo demonstrou que somente
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o OE de cravo foi bactericida em um isolado, com auséncia de gene para toxina diftérica, e
bacteriostatico para um isolado com o referido gene.

As divergéncias observadas nos estudos de suscetibilidade e a dificuldade em
comparar os resultados obtidos em pesquisas que verificam a atividade antimicrobiana de
plantas medicinais e seus produtos derivados podem ser atribuidos as mudancas nas
condi¢cdes ambientais no momento da coleta do material vegetal, na parte da planta
estudada, nos procedimentos e protocolos seguidos (AURICCHIO e BACCHI, 2003),
caracteristicas fisico-quimicas dos O6leos essenciais (NAKAMURA et al., 1999),
reciprocidade de seus constituintes e na forma de extracdo (MOREIRA et al., 2005;
PONCE et al., 2003), entre outros fatores.

O presente estudo verificando acdo inibitéria em todos os isolados do experimento
pelo OE de S. aromaticum realizou teste para verificar a influéncia do 6leo na célula
bacteriana e também na formacéo de biofilme.

N&do foi possivel observar alteracdo na morfologia celular nem aumento de
agregacdo das células bacterianas usando OE de cravo nas concentracdes de % da CIM no
presente trabalho. A hidrofobicidade dos dleos essenciais permite a interacdo com lipidios
presentes na membrana celular das bactérias, provocando permeabilidade em sua estrutura,
podendo conduzir a uma alteracdo ou mesmo vazamento de ions e outras moléculas
celulares (SIKKEMA et al., 1994).

GOMES et al. (2013) conseguiram observar alteragcdes na morfologia bacteriana de
isolados de C. diphtheriae, como filamentacdo ou aspecto cocoide, na presenca dos
antibidticos eritromicina e penicilina em concentracdes abaixo daquelas consideradas
inibitorias. KOVACS et al. (2016) avaliaram a morfologia de Campylobacter jejuni apos
2h de tratamento com OE de cravo (S. aromaticum) a 330 pg/mL (1,65 x CIM) e
verificaram que as células bacterianas encurtaram e apresentaram curvatura menos intensa,
além de que demonstraram que os componentes do OE de cravo da india influenciaram néo
apenas na expressdo de genes de estresse, mas também na expressdo de genes associados a
viruléncia por C. jejuni.

Esse contexto indica provavel acdo dose dependente, além de sugerir que o
mecanismo de acdo desses OE pode causar dano na membrana celular bacteriana atraves
de extravasamento de componentes celulares, sem alterar a morfologia ou determinar a
perda da viabilidade celular da bactéria (NAZZARO et al., 2013).

Neste estudo, o OE de cravo (S. aromaticum) em concentracdo subinibitoria alterou

o perfil de producéo de biofilme dos isolados (Tabela 5), aumentando a produgdo em 90%
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das amostras testadas conforme apresentado na Figura 3. A formacéo de biofilme constitui
um estilo de vida alternativo no qual os microrganismos adotam um comportamento
multicelular que facilita e/ou prolonga a sobrevivéncia em diversos nichos ambientais
(KOSTAKIOTI et al., 2013).

A inatividade em acdo antibiofilme com uso de OE de cravo e de eugenol frente a
E. coli K-12 de laboratdrio ja foi reportada (KIM et al., 2016). MILLEZI (2012) relatou
que eugenol ndo demonstrou eficiéncia na atividade antibiofilme frente a S. aureus e E.
coli tendo sido mais eficiente em células plancténicas, corroborando o presente trabalho
que obteve acao inibitoria efetiva, mas sem acdo significativa de antibiofilme para maioria
das amostras testadas. ZHANG et al. (2017) conseguiram observar acdo de reducdo de
biofilme existente com o eugenol em concentracfes duas e quatro vezes acima da CIM
frente a Porphyromonas gingivalis, ndo obtendo a mesma capacidade na formagéo do
biofilme.

O incremento de producédo de biofilme ja foi reportado também por GOMES et al.
(2013) em estudo com influéncia de concentragdes subinitorias dos antibidticos
eritromicina e penicilina em isolados de C. diphtheriae. HATHROUBI et al. (2015)
observaram que concentracGes sub-CIM de penicilina G aumentavam a producdo e a
autoagregacao do biofilme em linhagens de Actinobacillus pleuropneumoniae. O aumento
da producdo do biofilme em doses sub-CIM dos antibidticos pode estar relacionado com o
mecanismo de acao destes, conforme sugerido por KOHANSKI et al. (2010) que relataram
que os antibidticos com acdo na parede celular promovem a maior producdo de
peptideoglicanos, gerando 0 aumento na matriz polissacaridica formadora do biofilme.

Em relacdo aos OE, essa observacdo do aumento na producdo de biofilme pode ser
atribuida a desestabilizacdo da parede celular das bactérias, devido aos componentes do
6leo em concentracBes sub-CIM, estimulando a producdo de mais substancia polimérica
extracelular. SANDASI et al. (2008) observaram que os componentes isolados de OE,
utilizados separadamente, induziam a formacdo do biofilme em linhagens de Listeria
monocytogenes. Estes componentes em baixas concentragcdes estariam ativando respostas
celulares contra o estresse causado por essas moléculas. Com isso, a producdo de
exopolissacarideos (EPS) poderia sofrer regulacdo, com o objetivo de aumentar o biofilme.
Adicionalmente, células presentes no biofilme, na presenca de um agente antimicrobiano
em pequena concentracdo, reduzem o metabolismo, a utilizacdo de nutrientes e oxigénio.
Sendo um dos motivos da maior resisténcia das células do biofilme aos agentes
antibacterianos (MAH e O’TOOLE, 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kostakioti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23545571
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6 CONCLUSOES

Os OE de C. verum e S. aromaticum tiveram o eugenol como composto majoritério,
substancia ja descrita para diversas atuacdes bioldgicas, apresentando atividades
antioxidantes e hemoliticas baixas. Além disso, foi observada alta toxicidade dos OE
frente A. salina e baixa para T. molitor. Os testes de inibicdo para ambos resultaram em
concentragOes inibitorias consideradas baixas, ndo tendo o OE de canela demonstrado
capacidade bactericida. O OE de cravo promoveu 0 aumento da producdo de biofilme por
C. diphtheriae, em concentrac6es subinibitorias.

Os resultados obtidos revelam que os OE de canela e cravo tem atividade
biologicamente interessantes, com a apresentacdo de inibicdo e baixo teor tdxico para
hemaécias, instigando o desenvolvimento de estudos adicionais e mais especificos para
determinar a eficacia desses compostos naturais em combinacdo com antibidticos
convencionais para controlar eficientemente o biofilme formado por bactérias patogénicas,

como C. diphtheriae.
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RESUMO: Casos de infecgdes humanas relacionadas a algumas especies do género
Corynebacrerizm spp tém sido gradativos, tanto em paises industrializados quanto em
desenvolvimento & sste géners tem sido citado como patogens de infecgfes nosocomiais
associadas a sepse, endocardite, infeccoes de feridas cimmzicas, proteses e infecgoes
relacionadas a0 cateter venose central. As plantas medicinais representam 3s mais antigas
“armas” empregadas pelo homem no fratamento de enfermidades de todos os tipos, o
sgja, autilizacio de plantas na prevencio efou na cura de dosncas & um habito que sempre
existin ma historia da lumanidade. Nesta sentido, este trabalho objetiveu revisar a
litaratura disponivel a fim de detectar arriges cientificos sobre plantas medicinais com
atividsde antibacteriana contra corinebactérizs. A metodelogia utlizada foi o
levanmamento bibliografico mos principais bancos de dados de pesquisas cienmtificas.
Setenta & trés espacies de Planmas Medicingis demonstraram stividade antibacterisna
contra o genero Corymebacreriim spp, além do produto havan sAmagri que & composts
por uma mistura de 54 espécies vegetais. Traze das plantas esmuidadas nio spresantaram
nenbuma stividade mibitoria para diferentes especies de corinebactérias. Dessa fomma,
fica claro a relevancia da realizacio de novas pesquisas na area, devide a possibilidads
de wvalidar 35 informagdes populares & o desenvolrimento de novas drogas
antimicrobiznas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, atividade antibacteriana, Corymebacrarium spp.

ABSTRACT: Cases of buman imfections related to some species of the genus
Corynebacterium spp. have increased gradually both m industrialized and developing
couniries. This genus has been cited as a pathopen of nosocomial infections associated
with sepsis, endocarditis, mfections of surgical wounds, prostheses, and infections related
to the central venous catheter. Medicinal plants represent the oldest “weapons” used by
humans for the treatment of all types of diseases, that is, the use of plants in the prevention
andfor healing of diseases is a habit that has always existed in buman history. In this
sensa, this work aims to review the available literature in order to collact scientific articles
on medicinal plants with antibacterial activity against corynebacteria. The methadology
used was bibliographic survey in the main scientific research databases. Seventy-three
species of medicnal plants showed antbacterial activity against the genus
Conmebacterium spp., in addition to the product havan sdmagrt, which is composed of a
mixiure ¢f 34 plant species; among them, thireen planis did not show any inhibitory
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activity for different species of that germs. Thus, there is a clear relevance in conducting
new research in the area due to the possibility of validating popular mformation and the
development of et antmicrobial drugs.

Keymords: Medicinal plant, antibacterial activity, Commebacreriiim spp.

INTRODUCTION:

The pemus Corymebacrerinm is part of the family Cormymebacteriacess and is
characterized by having complex cell walls, mycolic acids, soing factor and coss-
reactivity, which are highly relevant vimlence factors. Corymabacteriam spp. comprises
Gram-positive, pleomerphic, aerebic kaclli devoid of mobility and sporulation capacity.
Corynebacieria may appear individually, in pairs or as palisades. Some species have
metachromatic granules that are reserves of hirh energy phesphates (BIBERSTEIN,
1994y,

This germs has more than 100 species and ten subspecies and has been cited with an
increasing frequency as pathogens of nosccomial infections associated with sepsis,
endocarditis, infectiens of surgical wounds, prostheses and infections related to the
ceniral venous catheter_ It can alse canse pharyngiis, as well as infection of the prostate,
gasirointestingl wact and skin. Some species of the genus, in addition to being considered
pathepenic to humans, are also pathogenic to animals. The main route of transmission is
direct contact with the source of comtamination. The most eminent and well-knovwn
species are Convnebacrerium  diphtherice, Corvnebacreriim  prendomberculazis,
Corynebacrerium ulcerans, Corymebacterium jeikeium, Corynebacterinm anyeolaim,
Corynebacterium siriaium, among others.

The mcdence of mfecions caused by mmbltiresistamt Carynebacreria has been
increasing and, mainly, malking it difficalt to treat nosecomial infections. Geographic
variations in the frequency of isolated species and in natural and acquired antimicrobial
resistance are described.

Medicinal plants represent the oldest "weapons” used by humans for the eatment of
all types of dissases, that is, the use of plants in the prevention andfor healing of diseases
is a habit that has alvays existed in human histery (MACIEL et al, 2002). Evidence of
the use of medicinal and texic plants is found in the oldest civilizations, serving as an
important source of bielogically active compounds (ANDRADE; CARDOS0; BASTOS,
2007).
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In recent decades, there has been a growing interest in the use of medicinal plants and
their extracts in therapy, constinifing, in certain circumstances, an aid in primary health
care and a therapentic complement compatible with conventional madicine. For this, there
must be a guarantes of safety in relation to toxic effects, in addidon to kmewledge about
side effects, interactions, contraindications, muatagenicity, among others. The exdstence of
pharmacological rials and clinical experimentation that demonsirate the efficacy of this
type of medication is also extremely Important {,AR_M:'IO etal, 2007).

Popular kmowledge on the use of medicinal plants as a therapeutic means is kept
through oral tradition and, due to this factor, there is a lack of scientific kmowledgze on its
pharmacological and tomicelogical properties and little information is proven about
beneficial and harmful effects (OLIVEIRA; ARATIO, 2007).

The World Health Organization (WHO) estimates that B0%a of the world population
uses respurces from popular medicines to meet the needs of private medical assistance,
which may cost around 22 billion dollars (YUKES; PEDROSA; CECHINEL FILHO,
2001).

In the 19" cenmury, the empiricism of alchemy was supplanted by experimental
chemisiry, which allowed the laboratory symthesis of new organic substances. This was
one of the determining factors of the mdustrial and technological revohition that riggered
the accelerated producton of new medicines and, s more pure and concentrated
derivatives of planis became available, doctors pricritized synthetic dmps and
disregarded the important role of herbal medicine (EIMEJEE; SCHEMNEEL; SIMON,
2001).

For some years, the government and professional interest in associating technological
advances with popular kmovwledge and sustainable development have been fostered
aiming an effective, comprehensive, humanized and independent health care policy
(FRANCE et al., 200E).

Wumerous scienfific stadies have been carmied out to validate popular information
regarding the use of medicinal plants. We can mention the current and mtense interest
that sciemfists, as well as the pharmaceutical industry, show by developing research in
order to discover mew active principles and © Dmprove discoveries of new
pharmacological activities of already kmovwn substances from plants. The segments
mentioned above show concern regarding the development of techmigues for isolation and
identification, production and cultivation of drugs (plant origin), biopenesis of active
principles and other methods that lead to the improvement of their products (GURIB-
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FAKIM, 2006). The popular use of plants has been verified in order to obtain the most
varied medicinal effects, including its application as antimicrobials (MOUMEDEM atal.,
2013).

The investigation of natmoral materials as sources of new antibacterial apents has
potentally increased in recent years. Different extracts of medicinal plants are tested in
order to provide scientific guarantees for this therapeutic practice, bringing advantages,
such as low cost and easy access, reduction of adverse effects and prevention or reduction
of risks of intomication due to inappropriate use.

METHODS:

Bibliopraphic surveys were camied out in the main databases of scientific research,
national and international, such as Scielo, PubMed and Google Scholar, for a quantitative
study. The keywords Antibacterial activity, medicinal plants, Antimicrobial and
Corymebacterium spp. weraused. The search period established for the research was from
1999 to 2016.

RESULTS AND DISCTUSSION:

Seventy-three species of medicinal plants showed antibacterial activity agaist the
genus Corynebacternion spp, m addition to the product haven sdmage, which is
composed of a mixtore of 34 plant species, as shown in Table 1.
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism.
Microorganism Vegetshlz Common  Family Used Inhi Citation
species name part bitio
n
C. diphtheriae Anredera Madeira Basellaceas Flower Yes [1]
diffeza vine
Asclepias Tropical  Asclepidaceae Flower No [1]
curaszavica  milkcvreed
Cassia Glandular Fabaceas Flower Mo [1]
fomeniosa Senna
Casirum Cestrum Solanaceas Flower No [1]
aunricuianm
Himatanthas Ballaco Apocynaceae  Flower No [1]
Inciiba caspi
Krameria Bhatany  Krameriaceae Flower Yes [1]
rigndra
Paperomia White Piparaceas Flower Yes [1]
galioides cinnaman
Sambucus  Elderberry  Caprifoliaceas Flower Yes [1]
PErLviana
Bonwella Frankince ~ Burseraceas il and  Yes 21
sacrd nse TRsin
Bonwellha Coptic Burseraceas Rasm  Yes [2]
frereana frankincen
58
Burex Flame-of- Fabaceas Leaf, Yes [3]
monazperma  the-forest bark
and

flowers




Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism {Confinuation).
Microorganism Vegetable Common Family Usad Inhi Citation
ipacies name part :11:0
C. diphrheriae Polyalthia Marela Annonaceas Bark Yes [41: [5]
ceraselaes
Saraca Yellomr Leguminesae  Flower, Yes [8]
thaipingensi Saraca lzaf and
I twig
Piper berel  Betel Piperacess Leaf Yes [71:[8]
PEppeT
Terminalia  Tropical Combretaces Leafand  Yes [97:010]
carappa almond 2 Fruit
Adarheda  Malabar Acanthaceas Laaf Tes [10]
Tasicd mat
[ Terminalia Tropical Combretacea Leafand  Yes 9
diphrhertricum rarappa almond g Fruit
[
_p.:suci'an‘i_pﬁrﬁsrf Anradera Bermalha Basellaceas Flomrer Ko [1]
fcim diffiza
Azclepias
cnraszavica Milloweed  Asclepidacea Flowrer Ko [1]
g
Cazzia Glandular
ramentasa senna Fabaceszs Flower Ko [1]
Cestrum
muricnlamm  Cesoum Solanaceas Flowrer Ko [1]

Himaranthw ~ Bellaco
5 scuba caspi Apocynaceas Flomrer Ko [1]
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism (Continuation).
Microorganism Vegetable Common Family Used Imhi Citation
spacies name part :11:'}
[
peeudodiphther!  gromeria  Rhatamy ~— Krameriacese  Flower Yes [
felm iandra
Pgperomia  White
galigide:  dnnamon Piperacaae Flower  Yes [1]
Sambucns
pertrviana Elderberry  Caprifolisceas Flower No [1]
C. femi Carye
illimpinensiz  Pecan ree  Tuglandaceae Laaf No [11]
C. xarozis Liguidamba  Oriental Hamamelidace [123;
rorientaliz  swestgum ae Bark Ves [13]
C. progeneas Ehaya African Laaf
senggalensi  mahogany Meliacess and bark  Yes [14]
Cazzia Winfter Lepumingsae  Leaf and
Eararensis cassia Tark Ves [14]
Boswellia Frankince Leaf and
dalzialli nse Tee Burseraceas Trark Yes [14]
Banhinia Leaf and
rhanningt Hano Lepumingsas Tark Yes [14]
Bunrozpern Saptaceas Leaf and
1 parian Shea Tark Yes [14]
Guiera
zenegalensi Sabara Combretaceae Leafand Yes [14]

Tark
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism {Confinuation).
MicToorganism Vegetable  Commoen Family Usad Inhi Citation
species name bitio
part o
C. progenes Anggeizins Bakli Leaf and
schimpert Combretaceas bark Yes [14]
Anacardinm  Cashew Leaf and
occidenrale  wee Anacardiacess bark Yes [14]

Terminalia  Tropical
ratappa almond Comhbretaceas Laaf Tes [15]
C. macginleyt Acacia
lewcophlosa Acacia Fabacezs Bark Yes [16]
Acahpha  Indian
indica copperleaf Euphorbiaceae  Shoots  Ves [16]

Albizia Woman's
Tebbeck Tongus Fabacezs Bark Yes [16]
tres
Ammania  Blistering Whaole
baccifera amMmania Lythraceas plant Yes [16]
Boerhamia Whole

diffza Pupamava MNyclaginaceae plant Yes [16]
Bombax Beed silke-

catba Cotton Malvaceae Bark Yes [16]
Burea Flame-of-
monosperm  the-forest Fabaceas Bark Tes [16]
a

Calorropiz Rubber
procera ree Apocynacese Flower  Yes [16]
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism (Confinuation).
Microorganism Wegembls Commeon Family Used Imhi Citation
ipacies name bitia

C. macginlgt Cardiozpermny Loveina
m halicacabum paff Sapindaceas Whole  Yes [16]

Cazsia Coffes

occidenraliz  semma Leguminesae  Whole — Yes [1&]

plant
Catharanthus  Madapas
FOIENT car Apocynacese  Whole  Yes [16]
perivrink plant
le
Darura Devil's
Iiramoniym  S0are Solanaceas Whole  Yes [16]
plant

Cizsus Davil's
guadrangulari  backbon Vitaceas Whole  Yes [16]

x 2 plant
Asian
Cleome spiderflo  Cleomaceas Whole  Yes [16]
viscasa ar plant
Cliroria Asian

rernarea pigeonwi Fabacezs Whole  Yes [16]

ngs plant
Emblica Myrobal Phyllanthace
afficinaliz an ae Fruit Yes [1&]

Ficus
bengalensiz Bargad Moraceae Bark Yes [16]
Ficus refigioza Fig mee Moraceze Bark Yes [16]
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested
microorganism (Continuation).

Microorganism Vegenble Commeon Family Used Imhi Citstion
spacies name bitio
pe part .

C. macginlg Hibizcus rosa
IInensis Hibiscus  Malvaceae Laaf Yes [1&]
Hildegardia  Poplar
populifalia leaved Sterculisceae Stem Yes [1&]

arder bark
Hyptiz Pigmt Lamiaceae Whaole
Inavealens plant Yes [1&]
Justicia Malabar  Acanthaceze  Whole
adharoda mat plant Yes [1&]
Lanmana Whole

camara Lanfana  Verbenaceae plant Yes [1&]
Lavizonia Emyptian

iRErmiz privet Lythraceas Laaf Yes [16]
Moariz White
alba mulberry Moraceae Bark Yes [1&]
Salanum Wightsha Whole
khasianum de Solanacess  plant Yes [1&]
Ocimum Leaf and
Iametum Basil Lamiaceae seed Yes [1&]
Phyilanthies Seed- Phyllanthace  Whaole
amaris umder- kD plant Yes [1&]




94

Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested
microorganism (Continuation).

Microorganism Vegstabla Commeon Family Used Imhibi Citation
spedies name part tion
C. macginlet Phyzaliz Wild cape Whole
minima goaseberry Solanaceas plant Yas [16]
Piper betle  Betal
pepper Piperaceae Laaf Yas [16]
Phimbage Ceylon Plumbaginac
zelanica  leadvwort 238 Whole  Yes [16]
plant
Pongamia Indian Fabacesza Bark
minnata beech and Yas [16]
seed
Roza indica  Rose Rosaceas Flowwer  Yas [16]
Sida aenta Common Whole
wirevweed Malvaceae plant Tas [16]
Tamarings
imdicns Tamarind Fabaceszs Bark Tas [16]
Terminalia Tropical
rarappa almond Combretacea Bark Tas [16]
2
Terminalia
arjiina Arjuna Combretaces  Bark Yas [16]
2
Terminalia Chebulic Combretacea  Bark
chabula myrobalan 2 and Tas [16]
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Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested
microorganism {Continuation).

Microorganism Vegetable Common Family Used Imhibi Citation
spaclss name part tan
C. macginlg Tridax Tridax Whaole
procumbenz daisy AsteTaceas plant Yes [1&]
Fermomia  Ash Whaole
cinersa colored AsieTaceas plant Yeas [16]
Flezbans
C. rubrum Terminalia Tropical
ratappa almond Combretaceas Laaf N [17]
Avicermia White Leaf,

maring mangrave — Avicenmiacese — stem

and Yes [1E]
Toot
Aesgle Japanase Leaf,
marmelos  litter Butaceas fruit
orange and No [19]
seed
Annona Custard- Laaf
squamesa apple Annonaceze and N [19]
saed
Ciirns Laaf
Timen Leamon Bntaceas and Yas [19]
seed
Azadiracta
indicares Neem Meliaceas Frait No [19]
Piper betle Bawel
pepper Piperaceae Laaf Yas [19]

Mangifera Mango
indica ree Anacardiaceas  Fruit N [20]




Table 1: Classification of plants and their respective activities agamst the tested

microorganism {Confinuation).
MicToorganism Vegetable Commoen Family Used Inmhibi Citation
species name tion
P part
C. ureahricum * haven
simagr? - - - Yes [21]
Cormebacteriu Sigium Malabar
it P cumini plum Myttaceae Leaf Yes [27]
Agerarum  Billyzoat-
comycoides weed Asteracess Leaf Yes [23]

* material used for oblation in India, 3 mixtare of 54 plant species. [1] = Catherine Neto
et al. (2002); [2] =Hasson et al (2011); [3] = Pooja et al 2016; [4] Treeratanapiboon &t
al (2011); [5] = Hemalatha et al. {2013); [6] = Prachayasitilol et al. (2012); [7] =
Nandam, Prasad and Eandru (2013); [8] = Swapna, Ammani and Saripall (2013); [9]
Maz et al. (2007); [10] = Unnikrishnan et al. (2014); [11] = Caxamba et al_ {20146); [12]
= Guerdal and Eulnar (2013); [13] = Sagdig et al. (2005); [14] = Endi et al. (1999); [15]
= Obafemi et al. (2008); [16] = Koday et al. (2010); [17] = Chanda et al. (2013); [18] =
Moteriya, Dalsaniva and Chanda (2015); [19] = Padali, Trivedi and Chanda (2016); [20]
= Rakholiya et al. (2013); [21] = Nautiyal, Chavhan and Nene (2007); [22] = Loguerdo
et al {2005); [23] = Singh et al. (2016)
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The species Boswellia sacra, Borwellin frereana, Buitea monazperma, Ammedera
diffliza, KErameria miandra, Peperomia galioides, Piper betel, Terminalia catappa,
Adarheda vasica, lambucus periniana, Saraca thaipingensis and Pohalthia cerazoides
show anfibacterial acdvity against Corvmebacterium diphrheriae, while Asclepias
curassavica, Cestrim anricwlanm, Cazsia romeniasa and Hrmaranifins swciiba did not
show any such activity. I corgppa also shows activity against the species
Corynebacterium  diphrherinenm. K. rrigandra and P. golioides alse act apainst
Corynebacrerium preudodiphrherincum. However, 4. diffiee, 4 cwrassamica, C
tomentose, C. auricnlanem, H swcuiba and 5. peminiane do npot inhibit O
prendodiphrheriticum.

Carva ilfimoinensiz (pecan mushell extract) shows no inhibitory action agaimst
Corynebacrerium fami, although the extact is efficient in inhibiting important Gram-
pasitve pathogenic bacteria.

The extract of the spacies Lignidambar orienfaliz at a concentration of 10% completaly
inhibits the growth of Comymebacterium xerasis.

Ehava semegalensiz, Caszia goratensiz, Boswellin dal=ielli, Banhinia thonningi,
Bufyrozpernum  parkii, Guiera senegalensiz, Anogeizzus schimperi, Anacardium
occidentale and T carapra show activity against Corymebacrerium pyromoegen.

The species Albizia lebbeck, Acacia lewcophlosa, Acahpha indica, Ammania
baccifera, B. monosperma, Boerhamin difliza, Bombar ceiba, Calofrapiz procera,
Cardiozpermum  halicacabum, Cassia occidentales, Cotharanthus rosenz, Danera
stramoniiem, Ciznus  guadrangulares, Cleome 1vizcesa, Clitoria termarens, Emblica
officinaliz, Ficus bengalensiz, Ficus religioze, Hibiscns rosasinemsis, Hildepardia
papulifalia, Hyptiz mavealens, Jurncia adharoda, Lantana cdmara, Lavzonia imearmiz,
Moruz alba, Solanum khasianum, Ocimum sanctum, Phyllanthus amarus, Phyzalis
minima, P. berls, Plumbago -gylamica, Pongamin pinnara, B indice, Sida acwta, T
catappa, Terminalia chebula, Roza indica, Tamarindis indicus, Terminalia arjuna,
Tridax procumbens and Fermomia cinerea show activity apainst Corymebacterium
macginlgy.

T. carappa, Avicennia maring, Annona squamoza, Citris limeon, P. berle, Mangifera
indica show activity against Corymebacreriim rubrum. However, degle quinces and

Azadiracta indica do not show any such activity.
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Havan sdmagri, produced in order to demonsirate that the weatment with medicinal
smolke is effective, shows activity against Cerymebacrarinm nrealyticum.

Finally, the plant species Sypgium cumini and dgeramm comyzoider show
antibacterial activity against the genus Corymebacrerinm spp.

The articles analyvzed reported that, for the identification of the active principles of
plants, sensitivity and bacterial resistance, antibacterial tests were performed in vifre
using mainly the crude extract from different parts of plants, such as, leaf bark flower,
twig and oil, and fractioning them using solvents.

The evaluation of antibacterial activity was performed mainly by the diffusion agar
method, characterized by being a quick, simple test capable of evaluating the sensitivity
of bacterial samples, and the method of mininmm inhibitory concemtration, which
consists in determining the lowest concentration of a certain principle capsble of
inhibiting microbial gremth.

CONCLUSION

The relevance of conducting studies on medicinal plants is because of the possibility
of validating popular information, discovering new active principles, and researching naw
pharmacological activities of already kmown substances. Few smdies on corynebacteria
have been found, emphasizing the need for more research along this line since namral and
acguired antimicrobial resistance is described for the species.
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Antimicrobial and anti-biofilm activities of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. essential oil against Corynebacterium ulcerans
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ABSTRACT

Mhiltiresistant strains of Corynebacterium ulesrans highlisht the nacsssity of researchas i new drugs and the pharmacelogical use of assential oils (EO) could be 2 therspentic alternative. Thus, fhis study aimed o evaluste tha
antibacterizl activity and the effect of subinhibitory concentration of AZEQ on bacterial merphology and biofilm formation on polystyrens surface by C. uleerans izolated in dogs. The AZEQ wes cbtained by steam distillation from
the leaves of the plant. The phosphomolybderum and hemolyzis inhibition tests were made to analyze, respectively, the antioxidant and toxicity activity. It was determined the minimum inhibitory and bactericide concentrations (MIC
and MBC) of AZEQ on C. ulcerans strains and from these results tests were made with subinhibitory concentrations of AZEOQ. The inactivation of phosphomelybdemm complex by AZEO was lower than 1% and the hemelytic
capacity was low. The anfimicrobial study results indicated that ATEQ mhibited growth of both tested microbial strains. Bacterial £lzmentation was observed in ATEO presence. a: wall 2: bacteriz] auteagzregation. Thare was
sigmificant difference in biofilm inhibition. We sugzest that 4. zerubet may represent an altemative therapy to control C. ulcerans-induced bacterial infections.
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Bioprospecting of antiomidant, antibacterial and antibiofilin activities against Corpebacterium
wirerans and toxicity of Strypfmoedendron corioceum Benth

D.C.P. Santez""; P.D. B.Gomes:; D. §_ Leitz!; B. G. V. Nova*; M. B. Alves!<; P
B3 Vienal®: T A Fodriguesh; A L. Mattos- Guaraldi®: P. S, Sabbadimil® W, .
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Objetive do estodo foi aveliar 2s atividade: antoxidamte, antibacteriama e ambbiofilms contra
Corynedacterium wirerams & togicidade do Exmate Brum I-IJ-:]mnI.cﬂoro [EBH) ...E "'?'lj-i“""d'é"ll"ﬂ?'
corizceus Banth (ba:t-utlmzn'l Az folhas da & corigreus foram submetidas zmn..rz,z_u comn aloool @ TH%
Avzlipn-se z ztividads amtoxidanss pelos metodos do 1,1-difenil-2-picrilhidrezil (DPPH) & redugdo do
complexo de fosfomolibdénio. A atividede antibacterianz foi medidia por microd |Jl_|.-;zﬂ J1:1) par2 2=
Concentragies Inikitoria Minima (CIM) e Bactericida Alinima {CEM) 2 2 mibicZo da formagZo de biofilme
am cinco izelzdos clinicos a um n:n-:];tra padrZa de C. wicerams. O extzdo da toxicidade foi realizado por
testas de hemolize, al=lopatia & Temebric moliter. O EBH apreseniou capacidade antiowidantes, capturando
30,7% do OPPH ra corcaptragia de 0,3 Tpz ml 2 redazinde 21,29% do fosfomelibdénia. A CIM obsarvada
foi ¢ 300 pzml para 2= amostras, exceto 2 amostz 309, & 0 EBH rdo apressntou aspecto bactericidz
{CBAD. A ampstra C0C EC 272 dimirniu 2 formagzo do bioflme com inferfersncia do EBH. enquanio, 2
amostra 2649 sofrew aumento {zaatisticamente significative). A conceniragdo efcients para hemolisar 0%

das hemacizs foi de 460,620,03881ug/ml.. Mo texie 2lalopatico, s sementes aprassntarzm beixa zarmirzrin
2 n2o hoave diminaicae na velecidade de crescimenta das radiculas em contato com 0 EBH. A t2xa r:led 2
de sobrevivéncia de T melitor foi 60% no zrupe da maior concentragZo, sem siznificinciz sstatistica
(p=0,732) com o0 controls, sssas caracteristicas sugerem baixz toxicidade. A s:pecis vegedal em smudo,
aprasanta p.rupra_z_na. farmacologicas importantes, gue poeds lever a formulagdo de produtos terapSuticos,

estudos cappil lementarss 530 necessAriog.
Palare-therrw porinebachdnizs, sesxios binldaioos, plamtes medicnzs
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The chjective of the stady was to evaluats the antioxidant, antibactarial and antibioflm activ
Corpnedacterivm wearms and the toxicity of the Crude Hydroalcohelic Extract {CHE) of S,
coriareus Banth (harbatimdn) Tha leaves of 5. coriacewm wers snbjectad to macaration with 7
The antiopidant activity by the methods of i _L'n drazy] (DFFH) and redution n ths
phosphomelvbdemum werz reperted  Ant thacierial ill:"'l._l'l- wa: measured by micedilofion (1:2) for
Minimam Inhibitary Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal {MBEC) and inhibition of I:-m'_]:a
formation in fve clinical strain: and 2 stendard £ wicerams test. Tha fogicity ruﬂ'. waz ,.n"led out by testis
of kemalysis, 2llzlopathy znd Tensdria moiiior. EBH has entiowidant capacity, capmuring 30 7% of DPPH at
a concentraton of O 3Tpz'mL and 21 99%; of phosphomolibdemm. The MIZ abzerved was 500 uz'ml for
all sirains, except of srains 209, and the CHE dpes not have 2 bactericidal aspect (MBC). The CDC EC 279
standard decreased the bioflm formation with CHE interference, while a 2649 strzin inareassd (statistically
significamt) The efficiert comcentration for hemolysing 30% of the red bleod cells was
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