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MORGUETTE, Ana Elisa Belotto. Colonizagao por Streptococcus agalactiae em gestantes
e formulacéo de hidrogel para controle de infeccdo neonatal. 2017. 76f. Dissertacdo
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina (2018).

RESUMO

Streptococcus agalactiae (Estreptococo do Grupo B - EGB), é uma bactéria Gram-positiva e
B-hemolitica que pode estar presente na microbiota do trato gastrintestinal e genital dos seres
humanos. A colonizag¢do da mucosa vaginal de gestantes é um fator de risco importante para o
desenvolvimento de infec¢Ges neonatais por EGB. A implantacdo da antibioticoterapia
intraparto (API) para mulheres colonizadas contribuiu para a reducdo dessas infecgdes.
Entretanto, houve aumento de isolados resistentes aos antimicrobianos de escolha para API.
Assim, o monitoramento da colonizacdo de gestantes por EGB, bem como estudos de novas
substancias antimicrobianas com potencial para prevencdo da transmissao da bactéria sdo
medidas importantes para o controle das infeccdes por EGB. O objetivo deste estudo foi
avaliar a prevaléncia e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de EGB isolados de
gestantes atendidas no Hospital Universitario de Londrina (HUL) e desenvolver um hidrogel
enriquecido com 6leo extraido da planta Copaifera officinalis (6leo de copaiba) com atividade
antimicrobiana contra EGB. Foi realizado um estudo retrospectivo com 2901 gestantes
atendidas no HUL para determinar a prevaléncia de colonizacdo vaginal-retal e o perfil de
sensibilidade de EGB aos antimicrobianos utilizados na API. A prevaléncia de colonizagéo
por EGB foi de 18,2%, e 0,4%, 10,2% e 10% dos isolados foram resistentes a penicilina,
eritromicina e clindamicina, respectivamente. Estes resultados destacam a importancia de
vigilancia continua da colonizacdo por EGB em gestantes para a prevencao de infeccdes em
neonatos. Para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba sobre EGB, a
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo em
caldo de acordo com as recomendagdes do CLSI e a Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) foi considerada aquela que apresentou 99,9% de inibicdo na contagem de unidades
formadoras de col6nia (UFC), comparado com um controle de crescimento ndo tratado.
Foram desenvolvidas seis formulacdes de hidrogel com trés diferentes polimeros, contendo
0,5% (p/p) e 1,0% (p/p) de Oleo de copaiba, e todas foram testadas sobre as células
plancténicas de EGB sensiveis e resistentes a eritromicina e/ou clindamicina. Testes fisico-
quimicos para determinacdo do pH, densidade e viscosidade também foram realizados. A
cinética do tempo de morte foi avaliada durante o tratamento das células plancténicas com as
concentragfes CIM e CBM; na presenca da formulacdo base; e na presenca da formulacgéo
acrescida de 6leo de copaiba durante 24 horas. Apos o tratamento com 6leo de copaiba e com
o hidrogel, alteragdes morfoldgicas de células planctonicas de EGB foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura. A toxicidade da formulacdo foi avaliada em mucosa
cervicovaginal de camundongos BALB/c fémeas ap6s 24 horas de tratamento com a
formulacdo base e com o hidrogel de 6leo de copaiba. Os valores da CIM e CBM para o 6leo
de copaiba variaram de 0,03 a 0,06 mg/mL e 0,06 a 0,12 mg/mL, respectivamente; e apenas 0
hidrogel contendo carbdmero 940® com 1,0% (p/p) de 6leo de copaiba foi capaz de inibir o
crescimento de todos os isolados. Ap6s 12 e 8 horas de incubagdo, nenhuma UFC foi
detectada na presenca da CBM do 6leo de copaiba e do hidrogel, respectivamente. Ambos 0s
tratamentos promoveram alteracbes morfoldgicas, como lise da parede celular e liberacdo de
conteddo citoplasmatico, comparado com controle ndo tratado e tratado com a formulacao
base. Nenhum dano a estrutura ou infiltrado inflamatério na mucosa cervicovaginal dos
animais foram observados ap0s tratamento com o hidrogel e com a formulacdo base. Os



resultados mostram a atividade antimicrobiana do 6leo de C. officinalis contra EGB e essa
atividade é mantida em formulacdo a base de carbdmero, indicando seu potencial para a
utilizacdo na prevencéo da transmisséo de EGB aos recém-nascidos.

Palavras-chave: EGB. Prevaléncia. Perfil de sensibilidade. Oleo de copaiba. Hidrogel.
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ABSTRACT

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus - GBS), is a Gram-positive and p-hemolytic
bacterium that can be present in the microbiota of the gastrointestinal and genital tract of
humans. Colonization of the vaginal mucosa of pregnant women is an important risk factor
for the development of GBS neonatal infections. The implantation of intrapartum antibiotic
prophylaxis (IAP) for colonized women contributed to the reduction of these infections.
However, there was an increase in isolates exhibiting resistance to antimicrobials used for
IAP. Thus, the surveillance of the colonization of pregnant women by GBS, as well as studies
of new antimicrobial substances with potential for the prevention of bacterial transmission are
important measures for the control of GBS infections. The aim of this study was to evaluate
the prevalence and antimicrobial susceptibility profile of GBS isolated from pregnant women
seen at the Hospital Universitario de Londrina (HUL) and to develop a hydrogel enriched
with oilresin extracted from Copaifera officinalis (copaiba oil) with antimicrobial activity
against GBS. A retrospective study was conducted with 2901 pregnant women seen at HUL to
determine the prevalence of vaginal-rectal colonization and the susceptibility profile of GBS
to antimicrobials used in the IAP. The prevalence of colonization by GBS was 18.2%, and
0.4%, 10.2% and 10% of the isolates were resistant to penicillin, erythromycin and
clindamycin, respectively. These results highlight the importance of continuous surveillance
of GBS colonization in pregnant women for the prevention of infections in neonates. In order
to evaluate the antimicrobial activity of copaiba oil on GBS, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method according to the
CLSI recommendations and the Minimal Bactericidal Concentration (MBC) was considered
to be the one that presented 99.9 % inhibition in colony forming units (CFU) counts,
compared to an untreated growth control. Six hydrogel formulations were developed with
three different polymers, containing 0.5% (w/w) and 1.0% (w/w) copaiba oil, and all were
tested against planktonic cells of erythromycin and/or clindamycin sensitive and resistant
GBSs. Physical-chemical tests for determination of pH, density and viscosity were also
performed. The time-kill kinetics of planktonic cells were evaluated in presence of MIC and
MBC concentrations of copaiba oil; the base formulation; and copaiba oil formulation during
24 hours. After the treatment with copaiba oil and with the hydrogel, morphological
alterations of planktonic cells of GBS were analyzed by scanning electron microscopy. The
toxicity of the formulation was evaluated in the cervicovaginal mucosa of female BALB/c
mice after 24 hours of treatment with the base formulation and the copaiba oil hydrogel. The
MIC and MBC values for copaiba oil ranged from 0.03 to 0.06 mg/mL and 0.06 to 0.12
mg/mL, respectively; and only the hydrogel containing 940® carbomer with 1.0% (w/w)
copaiba oil was able to inhibit the growth of all isolates. After 12 and 8 hours of incubation,
no CFU was detected in the presence of MBC of copaiba oil and hydrogel, respectively. Both
treatments provoked morphological alterations in planktonic cells, such as cell wall lysis and
release of cytoplasmic content, compared to untreated control and treated with the base
formulation. No damage to the structure or inflammatory infiltrate in the cervicovaginal
mucosa of the animals was observed after treatment with the hydrogel and the base
formulation. The results show the antimicrobial activity of oilresin from C. officinalis against



GBS and this activity is maintained in a carbomer-based formulation, indicating its potential
for use in preventing the transmission of GBS to newborns.

Key words: GBS. Prevalence. Susceptibility profile. Copaiba oil. Hydrogel.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae, ou Estreptococo do Grupo B (EGB), é uma
bactéria Gram-positiva e B-hemolitica capaz de causar infeccdes em neonatos, adultos
imunocomprometidos e idosos. Atualmente, é descrito como a principal causa de infeccdes
neonatais e estdo relacionadas a taxas de mortalidade preocupantes para essa populagdo. As
manifestacdes clinicas causadas por EGB mais comuns em recém-nascidos sdo pneumonia,
meningite e sepse (SCHRAG; VERANI, 2013).

A recomendacédo de deteccdo da colonizacdo vaginal em gestantes entre a
35% e 372 semana de gestacdo e a implantacdo da antibioticoterapia intraparto (API) para
mulheres colonizadas contribuiu para reducdo significativa da infeccdo neonatal de inicio
precoce em varios paises (HAKANSSON et al., 2017). Essas infec¢des se desenvolvem até o
7° dia de vida e a transmissdo ao recém-nascido pode ocorrer por infec¢do ascendente ao Gtero
ou durante o parto a partir da mée colonizada. Porém, estudos relatam que a implantacdo da
API ndo reduziu a ocorréncia das infeccdes de inicio tardio, que em geral ocorrem ap6s o 7°
dia até o terceiro més de vida (CHO et al., 2017; SCHRAG; VERANI, 2013).

A crescente utilizacdo da APl em diversos paises despertou a preocupagédo
em relagdo a selecdo de isolados resistentes aos antimicrobianos de escolha e aumento de
infeccOes neonatais por outros patdgenos. A penicilina é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento e profilaxia de infeccdes causadas por EGB e a maioria dos isolados permanecem
sensiveis a este antimicrobiano. Entretanto, isolados de EGG com sensibilidade reduzida ou
resistentes a penicilina ja sdo reportados na literatura. Além disso, os indmeros relatos de
resisténcia aos farmacos de segunda escolha, eritromicina e clindamicina, em diversos paises
dificultam as opcdes empiricas para gestantes alérgicas a penicilina (HAYS et al., 2016;
NAGANO et al., 2014; OTAGUIRI et al., 2013; SEKI et al., 2015).

Atualmente, nenhuma vacina esté disponivel para prevencdo da infec¢do por
EGB, fazendo necessaria a descoberta de novas substancias com atividade antimicrobiana
sobre essas bactérias. Nesse contexto, os produtos naturais destacam-se pela grande
diversidade de moléculas disponiveis que vém sendo estudadas por suas atividades
antimicrobianas (BORGES et al., 2016; ROSSITER; FLETCHER; WUEST, 2017,
TOBOUTI et al.,, 2017). Entre estes, o 0leo de copaiba teve sua atividade descrita para
diferentes espécies bacterianas (LIMA DE OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2008a).
Porém, apenas o Oleo-resina extraido de Copaifera multijuga foi estudado sobre EGB,
mostrando agdo bactericida através de dano a parede celular (OTAGUIRI et al., 2017).

Os hidrdgeis s@o compostos por uma matriz polimérica que forma uma rede
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tridimensional capaz de reter agua em sua estrutura. Devido duas propriedades fisicas como
grande contetdo de &gua, biocompatibilidade e sensorial agradavel, os hidrogéis tém sido
utilizados no desenvolvimento de novas formulacGes farmacéuticas. Estes produtos sao de uso
topico e tém sido aplicados como lubrificantes vaginais, veiculos para farmacos
contraceptivos, indutores de trabalho de parto e antimicrobianos (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2015; NEVES; BAHIA, 2006; PAL; BANTHIA; MAJUMDAR,
2009). Alguns estudos ja descrevem a incorporagdo de compostos antivirais e antifingicos em
hidrogéis (BERRETTA et al., 2013; MAZIA et al., 2016), despertando o interesse para 0
desenvolvimento de formulagdes antibacterianas. Além disso, a utilizacdo de um produto
topico favorece o tempo de acdo do farmaco, fornece contato direto entre o local de acdo e o
farmaco e também dispensa o metabolismo de primeira passagem (BODDUPALLI et al.,
2010).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Streptococcus agalactiae ¢ um coco Gram positivo, f-hemolitico, pertencente
ao Grupo B de Lancefield (Estreptococo do Grupo B - EGB) e foi descrito primeiramente
como causa de mastite bovina (NOCARD; MOLLEREAU, 1887) e, posteriormente, sepse
materna (LANCEFIELD; HARE, 1935). Entretanto, a associacdo entre as infeccdes de
gestante e neonatos sé foi observada na década de 60 (HOOD; JANNEY; DAMERON, 1961).
Nos anos 70, esta bactéria foi considerada a principal causa de infeccdo em recém-nascidos
nos Estados Unidos, acarretando em sua maioria pneumonia e meningite, com alta taxa de
mortalidade (SCHRAG; VERANI, 2013) e, atualmente, € a principal causa de sepse nos trés
primeiros dias de vida (SCHRAG et al., 2016).

EGB pode ser classificado em dez diferentes tipos capsulares, la, Ib e Il - IX,
baseado na composicao de sua capsula, rica em acido sidlico (SLOTVED et al., 2007). Entre
isolados de diferentes regides brasileiras, os sorotipos predominantes séo la, Il, Ib e V
(DUTRA et al., 2014), sendo la e V na cidade de Londrina, Parand (OTAGUIRI et al., 2013).
Em outros continentes foi relatada a prevaléncia de diferentes sorotipos. Em Portugal e na
China, os sorotipos mais prevalentes sao Ill, la e V (FLORINDO et al., 2014; LU et al.,
2014). Ja no Ird, foi relatada a prevaléncia do sorotipo 111 (SADEH et al., 2016).
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EGB pode colonizar o trato gastrointestinal e geniturinario de individuos
saudaveis de modo assintomatico. Durante a gravidez ou no periodo pés-parto, a colonizacao
da mucosa vaginal por EGB em mulheres é geralmente assintomatica, porém pode aumentar o
risco de parto prematuro e transmissdo perinatal do microrganismo aos recém-nascidos
(SCHUCHAT, 1995). A colonizacao vaginal por EGB também ¢é fator de risco para infec¢do
ascendente, na qual a bactéria atinge o U(tero e penetra as membranas placentarias
(VORNHAGEN; WALDORF; RAJAGOPAL, 2017). Ao atingir a cavidade amnidtica, EGB
pode causar inflamacdo das membranas placentarias ou corioamnionite que sdo condicdes
normalmente associadas com parto prematuro e morte fetal (ROMERO; DEY; FISHER,
2014).

A transmissdo vertical por mdes colonizadas, tanto pelo canal do parto, ou
superficie contaminada em caso de cesarea de emergéncia, predominantemente leva a doenca
neonatal de inicio precoce (early onset disease, EOD), ocasionada na primeira semana de
vida, podendo levar a sepse generalizada, meningite e pneumonia (MARIO et al., 2013;
SEALE et al., 2016). As infeccGes de inicio precoce sdo as mais prevalentes, porém infeccoes
que ocorrem entre sete a noventa dias de vida sdo chamadas de doenca neonatal de inicio
tardio (late onset disease, LOD), resultado da transmissao no periodo p6s-parto, sendo a fonte
de transmissdo hospitalar ou comunitaria (CHO et al., 2017; SCHRAG; VERANI, 2013).
Nesse caso, as manifestacdes clinicas sdo bacteremia, infeccdo localizada, como artrite
séptica, osteomielite, pneumonia, e meningite (MARIO et al., 2013). Esta é uma manifestacio
clinica séria relacionada a sequelas neurolégicas para 0s neonatos sobreviventes (LIBSTER et
al., 2012).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA DE EGB

A colonizacdo do cdélon, ou algumas vezes o intestino delgado, translocagdo
através do epitélio intestinal e evasdo do sistema imune sdo etapas requeridas para a
disseminacdo de EGB a partir do intestino. O primeiro passo para a colonizacdo é a adeséo,
sendo um processo essencial, que é promovido por fatores que sdo expressos na superficie
celular e permitem a ligagéo as proteinas da matriz extracelular e as células epiteliais do c6lon
e do trato geniturinario, resultando na formacao de biofilme. Dois fatores auxiliam a adeséo a
matriz extracelular: proteinas de ligacdo ao fibrinogénio e proteinas de ligacdo a laminina. A
proteina de ligacdo ao fibrinogénio A promove adesdo, enquanto a proteina de ligacdo ao
fibrinogénio B promove invasdo das células do hospedeiro, sendo que ambas se ligam ao

fibrinogénio solavel. Ja a ligagcdo a laminina parece ser importante para a translocacéo pelo
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epitélio intestinal (LANDWEHR-KENZEL; HENNEKE, 2014). Pili sdo outras estruturas
envolvidas no processo de adesdo que promovem colonizagdo das células epiteliais, fornecem
suporte a formacdo de biofilme e facilitam a passagem pela barreira hematoencefalica
(LAUER et al., 2005). A alfa-C proteina, presente na superficie bacteriana, interage com a
glicosaminoglicana da célula hospedeira, colaborando com a translocacéo de EGB através das
barreiras epiteliais (BARON et al., 2004).

Para ajudar a disseminacdo de EGB pelos tecidos do hospedeiro, a enzima
hialuronidase é expressa e cliva as liga¢bes glicosidicas das cadeias de acido hialurénico da
matriz extracelular do hospedeiro entre a N-acetil-B-D-glicosamina e os residuos de &cido D-
glucurdnico. Esta enzima tem especificidade limitada para o sulfato de condroitina e cliva a
cadeia em locais ndo sulfatados. Esta acdo pode facilitar a penetracdo tecidual profunda
durante a infeccdo (BAKER; PRITCHARD, 2000; LI; JEDRZEJAS, 2001). A producdo do
fator de viruléncia B-hemolisina/citolisina (B-H/C) colabora com a passagem pela barreira
hematoencefalica. Esse fator leva a destruicdo de células epiteliais e endoteliais, incluindo
células da barreira hematoencefalica. O dano e inflamacdo induzidos por essa toxina resultam
em parto prematuro e até morte fetal e contribuem para a ocorréncia de corioamnionite e
infeccdo do recém-nascido, sendo processos iniciados com a ascensdo das bactérias que
colonizam a mucosa vaginal. Porém, o mecanismo pelo qual EGB, que ndo apresenta flagelo,
atinge o Utero ndo esta completamente elucidado (RANDIS et al., 2014).

Além dos fatores que colaboram com a adesdo e invasdo as células
hospedeiras, EGB expressa mecanismos que colaboram com a evasao do sistema imune. A B-
proteina localizada na superficie celular é capaz de ligar-se a regido constante da
imunoglobulina A (IgA), comprometendo sua funcgéo efetora. Essa proteina também se liga ao
fator H humano, uma glicoproteina plasmética reguladora da ativacdo do sistema
complemento, diminuindo sua atividade na regulacdo desse sistema e resultando em inibicéo
da fagocitose pela destruicdo da proteina C3b depositada sobre a superficie bacteriana
(ARESCHOUG et al., 2002). Outro modo de interferir sobre a acdo do sistema complemento
é pela producdo da enzima Cba peptidase. Essa enzima cliva a proteina C5a do sistema
complemento, o principal quimiotaxico para neutrofilos, diminuindo o recrutamento dessas
células fagociticas para o local da infeccdo (CHENG et al., 2002). A presenca da capsula, rica
em &cido siélico que apresenta ligagdo a(2-3) em suas moléculas também colabora com a
evasdo do sistema imune, pois mimetiza os epitopos do hospedeiro (LANDWEHR-KENZEL,;
HENNEKE, 2014).
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EGB também tem sido descrito como patdgeno de infeccbes em adultos,
principalmente imunossuprimidos e idosos, associado a uma taxa de mortalidade crescente
(CRESPO-ORTIZ et al., 2014; LAMAGNI et al., 2013; PHARES et al., 2008). Nesses
individuos, as manifestacdes clinicas mais comuns sdo infeccBes de pele e tecidos moles,
pneumonia, infecgdo do trato urinario, osteomielite e bacteremia sem foco (RUPPEN et al.,
2017). Sindromes mais graves, como meningite e endocardite, podem ocorrer e sdo associadas
a altas taxas de mortalidade de 27 a 34% e até 50%, respectivamente (FARLEY, 2001;
KERNEIS et al., 2017).

2.2 ANTIBIOTICOTERAPIA PROFILATICA INTRAPARTO (API)

A eficéacia do uso de antibioticos durante o periodo pré-parto foi comprovada
por ensaios clinicos no final da década de 80. Esses estudos mostraram que a administracéo
de beta-lactamicos por via intravenosa em mulheres colonizadas durante o trabalho de parto
foi efetiva na prevencdo da transmissao de EGB para os recém-nascidos (BOYER; GOTOFF,
1986; GARLAND; FLIEGNER, 1991). Porém, apenas em 1996 o Center for Disease Control
and Prevention (CDC) publicou recomendagdes para a API.

Dois protocolos para identificacdo de gestantes candidatas a APl foram
recomendados pelo CDC. A abordagem baseada na triagem recomenda que entre a 352 e 372
semana de gestacdo, um swab vaginal-retal seja coletado para deteccdo de EGB pelo método
de cultura e, em caso de positividade, a aplicagdo de API. Enquanto a abordagem baseada em
fatores de risco estabelece que a API deva ser utilizada em mulheres com pelo menos um dos
seguintes fatores: historico de neonato acometido por infeccdo por EGB, bacteridria por EGB
sintomatica ou assintomatica durante a gravidez, trabalho de parto antes da 372 semana de
gestacdo, duracdo da ruptura de membranas maior ou igual & 18 horas ou ainda temperatura
intraparto igual ou superior a 38 °C (CDC, 1996).

Em 2002, as recomendacfes foram atualizadas e a estratégia baseada na
triagem foi recomendada para todas as gestantes entre a 35% e 372 semana de gestagdo, uma
vez que oferece melhor desempenho que a abordagem baseada em fatores de risco (CDC,
2002). Posteriormente, em 2010, nova atualizacdo foi realizada em busca do uso racional dos
antimicrobianos, na qual recomendou-se que a penicilina G, com dose inicial de 5 milhdes de
unidades via intravenosa (IV), seguida de 2,5 a 3,0 milhdes de unidades a cada 4 horas, como
o farmaco de primeira escolha indicado para APl. Em caso de pacientes alérgicas a penicilina

G, 900 mg 1V de clindamicina a cada 8 horas deve ser utilizada. Caso o isolado de EGB nédo
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seja sensivel a este antimicrobiano, 1 g de vancomicina a cada 12 horas é empregado (CDC,
2010).

A API contribuiu para uma diminuicéo significativa das infeccdes por EGB em
recém-nascidos mundialmente (HAKANSSON et al., 2017; RUSSELL et al., 2017). Porém é
uma estratégia que aumenta o risco de selecdo de isolados resistentes aos antimicrobianos,
principalmente clindamicina e eritromicina, restringindo as opc¢des para mulheres alérgicas a
penicilina. Além disso, ndo promove resultados tdo significativos para LOD (SCHRAG;
VERANI, 2013). Um estudo retrospectivo de 14 anos realizado na Franga mostrou essa baixa
eficiéncia na prevencdo de LOD pela API, no qual os autores observaram uma diminui¢ao na
incidéncia de meningite de inicio precoce por EGB com a utilizacdo da API, porém houve
aumento de meninge de inicio tardio (ROMAIN et al., 2017). Contudo, a maioria dos estudos
refletem dados de paises mais desenvolvidos, como Estados Unidos e Inglaterra, evidenciando
a caréncia de informacdo em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, nos quais a
doencga pode estar sendo subestimada (RUSSELL et al., 2017). Dados mais abrangentes sobre
as doencas causadas por EGB permitiriam o desenvolvimento de estratégias de prevencao
mais efetivas, como a vacina contra essa bactéria, que teria o potencial de prevencao tanto
para EOD, quanto para LOD, e a diminuigdo da utilizagdo de antimicrobianos para
quimioprofilaxia (DOARE; HEATH, 2013).

2.3 CONSEQUENCIAS DA QUIMIOPROFILAXIA

O aumento do uso de antimicrobianos para profilaxia intraparto ampliou a
preocupacdo com a emergéncia de resisténcia entre isolados de EGB. De fato, estudos
relatando a emergéncia de isolados de EGB com sensibilidade reduzida a penicilina ja sdo
descritos na literatura (KIMURA et al., 2008; NAGANO et al., 2014; SEKI et al., 2015), e
estes podem também estar associados a resisténcia a eritromicina e clindamicina (BANNO et
al.,, 2014; KIMURA et al., 2013; NAGANO et al., 2012). Para estes dois ultimos
antimicrobianos, a resisténcia foi descrita em varios paises, inclusive no Brasil (BERG et al.,
2014; CAPANNAA et al., 2013; CHURCH; CARSON; GREGSON, 2012; HAYS et al.,
2016; HRAOUI et al., 2012; LAMBIASE et al., 2012; LU et al., 2014; OTAGUIRI et al.,
2013).

A diminui¢ao da sensibilidade aos P-lactamicos estd relacionada com
alteracGes na proteina de ligacdo a penicilina (penicilin-binding protein — PBP). Substituicdes

nos aminoacidos da PBP2X, Q557E (na posi¢do 557, o aminoacido glutamina é substituido
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por acido glutdmico) e/ou V405A (na posi¢do, 405 o aminoécido valina é substituido por
alanina), préximas ao dominio transpeptidase prejudicam a estabilidade da estrutura terciaria
da molécula (KIMURA et al., 2008).

Os principais mecanismos de resisténcia de EGB aos macrolideos e
lincosamidas sdo codificados pelos genes erm e mef. O primeiro codifica uma enzima
metilase responsavel pela modificacdo ribossomal que confere resisténcia cruzada aos
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (fendtipo MLSs), que pode ser constitutiva
(cMLSs) ou indutiva (iMLSg). A resisténcia indutiva é detectada no teste de difusdo em agar
com a formacdo da zona D, que corresponde ao achatamento da zona de inibicdo de
clindamicina adjacente ao disco de eritromicina colocado a aproximadamente 12 mm de
distancia (CLSI, 2012). O gene mef origina uma bomba de efluxo ancorada a membrana e
confere resisténcia somente aos macrolideos (fenotipo M) (AZAVEDO et al., 2001).

Recentemente, uma revisdo sistematica relacionou o uso de antimicrobianos
em neonatos e 0S impactos na microbiota intestinal. Esse estudo concluiu que o uso
prolongado de antimicrobianos esta associado com a diminuicdo da diversidade da microbiota
intestinal e de bactérias anaer6bias comensais, como bifidobatérias, lactobacilos e
bacterioides. Além disso, o uso de antimicrobianos para o tratamento neonatal é relacionado
ao aumento de resisténcia a esses farmacos, principalmente entre as bactérias Gram-negativas
(FJALSTAD et al., 2017).

Outra questdo pertinente ao uso intraparto dos antimicrobianos esta associada
aos efeitos adversos que podem afetar tanto a mée, quanto o neonato, como anafilaxia
materna, selecdo de isolados resistentes e aumento das infec¢cbes neonatais por bactérias
Gram-negativas (MELIN, 2011). Entre as reacdes de hipersensibilidade a medicamentos, a
alergia a penicilina é a mais comum e é relatada por 10% dos pacientes (HAR; SOLENSKY,
2017). Entretanto, o teste de alergia a penicilina ndo é frequentemente realizado, inclusive
para as gestantes. A confirmacdo desse diagndstico em pacientes com historico de reacdo de
hipersensibilidade contribuiria com a diminuicdo de morbidades e tempo de hospitalizacao
prolongado associados com alergia a penicilina (DESAI et al., 2017).

Em conjunto, esses fatos reforcam a necessidade da continuidade da atencéo
global em relacdo as diretrizes de prevencao das infecgdes por EGB, que continua sendo o
principal agente etioldgico de infec¢bes neonatais, resultando em mortalidade, sequelas
neuroldgicas e tempo prolongado de hospitalizacdo. Somado ao aumento de relatos de
isolados resistentes, faz-se necessaria a elaboracdo de estratégias que ndo dependam apenas da
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administracdo de antimicrobianos no periodo pré-parto e tenham também impacto sobre a
doenca neonatal de inicio tardio (BAKER, 2013).

2.4 SUBSTANCIAS COM POTENCIAL ANTIBACTERIANO SOBRE EGB

Por milhGes de anos, as plantas resistem aos seus inimigos naturais, com
mecanismos de defesa que evoluiram ao longo do tempo. Embora ndo possuam um sistema
com células de defesa e seu estilo de vida seja séssil, esses organismos produzem enzimas,
metabolitos secundarios e reforcam suas estruturas celulares em resposta a um ambiente
desfavoravel e para defesa contra predadores (DANGL; JONES, 2001). Compreender como
essas espécies utilizam sua rica composicdo quimica para se defender, forneceria uma enorme
gama de compostos com diferentes atividades farmacoldgicas (BORGES et al., 2016).

Por sua grande diversidade e uso recorrente na medicina popular, os produtos
naturais sdo alvos de interesse de pesquisadores e da industria farmacéutica e fontes
promissoras para 0 isolamento de novas moléculas antimicrobianas. Diversos estudos
descrevem a atividade antibacteriana de produtos naturais sobre EGB, proporcionando
alternativas para o desenvolvimento de novos farmacos e produtos e, dessa forma, combater a
resisténcia microbiana. A atividade e mecanismo de acdo desses compostos ainda precisam
ser investigados sobre diferentes espécies de microrganismos, incluindo EGB (SALEEM et
al., 2010). Entretanto, os maiores desafios sdo: buscar produto natural que apresente baixa
concentracdo inibitéria minima (CIM), com pouca toxicidade e alta biodisponilidade,
garantindo a seguranca do seu uso (UPADHYAY et al., 2014). A Tabela 1 reporta os estudos
realizados com diversas substancias extraidas de plantas sobre EGB. Alguns deles avaliaram a

atividade antibacteriana de compostos e outros de moléculas isoladas.

Tabela 1 — Derivados de plantas com atividade antibacteriana contra Streptococcus

agalactiae
Substancia CIM Halo de inibicdo Referéncia
(mm)
Oleos
Eucalyptus globulus 50 pL/mL - CERMELLLI et al., 2008
Bupleurum marginatum 250 pg/mL 14 ASHOUR et al., 2009
Kadsura longipedunculata 60 pg/mL 9 MULYANINGSIH etal.,

2010



Pinus peuce 15,62 a 25 i KARAPANDZOVA et
P uL/mL al., 2011
Eucalyptus. odorata 10400 pg/mL 19,4 £5,6 ELAISSI et al., 2012
BIASI-GARBIN et al.

0 - 1

Eugenol 0,125 a0,5% 2015

Oleo_-_resma de Copaifera 120 a 1000 i OTAGUIRI et al., 2017

multijuga pg/mL

Extratos

- 35000 a

Extrato aquoso de alicina 95000 pg/L - CUTLER etal., 2009

Extrato aquoso de Phyllantrus 1000 pg/mL 12 AMIN et al., 2012

nirurii

Extrato etandlico do fruto de 390 pg/mL 19 HAMDI et al., 2017

Asparagus albus L

Moléculas

Heineanol A 4 ug/mL - PENG et al., 2008

Epicatequina 2673 pg/mL - CUEVA etal., 2012

Acido galico 804 pg/mL - CUEVA-etal., 2012

Berberina 0,78 pg/mL - PENG et al., 2015

(9S,13S) -2-acetoxi-12-0xo- 32a128 i

(10Z,152)-fitodienoato de metila pg/mL BISIO etal., 2015

20

Entre os compostos, destacam-se 0s 6leos essenciais e 0s extratos. Diferentes

Oleos essenciais tiveram sua atividade descrita sobre EGB. O déleo de Kadsura
longipedunculata, planta encontrada no sul da China, mostrou-se eficaz sobre S. agalactiae
ATCC 27956 tanto no método de disco difusdo, com halo de inibicdo de 9 mm, quanto na
técnica de microdiluicdo em caldo com CIM de 60 pg/mL (MULYANINGSIH et al., 2010).
Oleos essenciais de diferentes espécies de Eucalyptus também exibiram atividade
antibacteriana sobre isolados clinicos de EGB. O o0leo de E. globulus exibiu CIM de 50 pl/mL
(CERMELLI et al., 2008), enquanto o 6leo essencial de E. odorata revelou-se mais eficaz
entre oito espécies de Eucalyptus, que foram extraidos por hidrodestilacdo, com CIM de
10417 pg/mL e halo de inibigdo de 19,4 + 5,6 mm (ELAISSI et al., 2012). O 6leo essencial de
Pinus peuce coletado em locais quatro locais diferentes da Maceddnia e extraido por
hidrodestilacdo foi testado em um isolado de EGB e destes dois apresentaram CIM de 15,62
puL/mL e 31,25 pL/mL (KARAPANDZOVA et al., 2011). O 6leo de cravo, conhecido como
eugenol, também teve sua acdo em EGB caracterizada, mostrando-se bactericida com CIM
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variando de 0,125% a 0,5%. Além disso, sua associacdo com nanoparticulas bioldgicas de
prata (AgNPBio) foi sinérgica em celulas plancténicas em concentracGes que variaram de
0,03% a 0,06% e 0,49 uM a 31,25 uM para o eugenol e AgNPBIo, respectivamente. Sua acdo
parece estar relacionada com a lise da parede celular e liberacdo de conteudo citoplasmatico
(BIASI-GARBIN et al., 2015).

Apenas trés extratos tiveram sua atividade sobre EGB estabelecida. Foi
observada a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de Phyllanthus nirurii, que possui
altos niveis de compostos fendlicos, o qual apresentou CIM de 1000 pg/mL e gerou uma zona
de inibicdo de 12 mm = 0.6 mm pelo teste de disco difusdo contra EGB (AMIN et al., 2012).
Da mesma maneira, 0 efeito bactericida do 6leo essencial e do extrato de Bupleurum
marginatum foi observado em EGB. Entre as cepas bacterianas testadas, S. agalactiae ATCC
27956 apresentou maior sensibilidade tanto ao extrato quanto ao 6leo essencial, apresentando
as maiores zonas de inibicdo (14 mm e 16 mm, respectivamente) e os menores valores de
CIM (500 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente) (ASHOUR et al., 2009). Os autores
sugerem que as atividades antibacterianas de P. niruri e de B. marginatum ocorrem devido a
presenca de diversos compostos fendlicos nestes produtos. Foi também descrita a atividade de
extratos etandlicos das folhas, frutos e rizomas de Asparagus albus L. contra um isolado
clinico de EGB resistente a eritromicina, sendo que o extrato do fruto apresentou melhor
desempenho com MIC de 390 pug/mL e halo de inibicdo igual a 19 mm (HAMDI et al., 2017).

O heineanol A, extraido de raiz de Vitis thunbergii var. taiwaniana de Taiwan,
uma espécie de uva selvagem de Taiwan, apresentou CIM de 4 pg/mL para EGB (PENG et
al., 2008). Ja a epicatequina e o &cido galico, dois compostos fendlicos do vinho, mostraram
atividade sobre isolado clinico de EGB com CIMsy de 2673 pg/mL e 804 pg/mL,
respectivamente (CUEVA et al., 2012). Alicina, a principal molécula antimicrobiana isolada a
partir do extrato aquoso do alho, apresentou CIM de 35 a 95 pg/L em EGB isolados a partir
de swabs vaginais, e a zona de inibigdo gerada por uma formulagéo topica contendo 500 mg/L
desse extrato foi de 23 + 6 mm (CUTLER et al., 2009). A berberina, derivado alcaloide
isolado a partir de Cortex phellodendri e Rhizoma coptidis, exibiu CIM de 0,78 pg/mL sobre
a cepa de referéncia S. agalactiae CVCC 1886, e provocou alteragdes ultraestruturais, como
dano de membrana, inibicdo da sintese proteica e de DNA, resultando em perda da
integridade celular e liberacdo de contetdo citoplasmatico (PENG et al., 2015). Dentre os
compostos derivados de Salvia adephonora Fernald (Lamiaceae), um derivado do acido 12-
oxo-fitodienoico ((9S,13S)-2-acetoxi-12-0x0-(10Z,15Z)-fitodienoato de metila) mostrou-se
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efetivo sobre trés isolados clinicos de S. agalactiae nas concentracBes de 32 pg/mL, 64
pg/mL e 128 pg/mL (BISIO et al., 2015).

2.5 OLEO-RESINA DE COPAIFERA OFFICINALIS L. E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

O género Copaifera é composto por 72 espécies, sendo 16 encontradas apenas
no Brasil, entre elas, Copaifera officinalis que é distribuida principalmente no norte da
Amazonia e Roraima. Também pode ser detectada na Venezuela, Colémbia e San Salvador.
As arvores desse género sdo conhecidas como copaibeiras ou pau d’6leo e possuem canais
esquizogenos, formados por intercomunicacfes de espacos intercelulares, nos quais o 6leo-
resina, conhecido como 6leo de copaiba, é encontrado e tem sido utilizado popularmente ha
muitos anos como cicatrizante e anti-inflamatorio. O modo de coleta menos invasivo é
promovido através de incisdo com trado diretamente no tronco da arvore e, ap6s sua
realizacdo, o orificio é fechado com argila para preservar a arvore, possibilitando coletas
posteriores (VEIGA JR; PINTO, 2002).

Em geral, os 6leos de copaiba sdo constituidos principalmente por misturas de
sesquiterpenos e diterpenos (VEIGA JR; PINTO, 2002). Os sesquiterpenos sao moléculas
formadas por trés unidades de isopreno, resultando em estruturas de 15 carbonos, utilizadas
pela planta como protecdo contra peste e patdgenos (CHEN et al., 2009). Varias atividades
farmacoldgicas sdo atribuidas a essas moléculas devido sua abundancia. Porém, as atividades
bioldgicas dos Oleos-resinas podem depender de apenas um componente, ou da interacdo
sinérgica entre os varios constituintes (LEANDRO et al., 2012).

Apesar da grande variagdo nas composicOes do dleo de copaiba entre as
diferentes espécies, os principais sesquiterpenos encontrados sdo B-cariofileno, 6xido de
cariofileno, a-humuleno, 8-cadineno, a-cadinol, a-cubebeno, a e B-selineno, B-elemeno, a-
copaeno, trans-a-bergamoteno ¢ B-bisaboleno. O B-cariofileno ((1R,4E,9S) -4,11,11-trimetil-
8-metilidenobiciclo [7.2.0] undec-4-eno) é geralmente o principal constituinte e considerado
um marcador quimico desses 6leo-resinas. Na classe dos diterpenos, os principais relatados no
6leo de copaiba séo os &cidos copalico, polialtico, hardwickiic, caurenoico e ent-caurenoico,
juntamente com seus derivados 3-hidroxi-copalico, 3-acetoxicalico e ent-agatico. Entre estes,
0 acido copélico (&cido (E)-5-[(1R,4aR,8aR)-5,5,8a-trimeti-I-2-metilideno-3,4,4a,6,7,8-
hexahidro-1H-naftalen-1-il]-3-metilpent-2-endico) é considerado um marcador do género
Copaifera (LEANDRO et al., 2012).
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Galucio et al. (2016) relataram a presenca de 63,63% de sesquiterpenos e
36,38% de diterpenos no dleo-resina de C. officinalis (Ferquima, SP — Brasil) apds destilacdo
molecular, sendo o [B-cariofileno (26,32%) e o é&cido polialtico (11,69%) os principais
sesquiterpenos e diterpenos, respectivamente. Além disso, 0s sesquiterpenos podem ser
encontrados em outros constituintes da planta, como folhas, raizes e caule, porém ainda néo
esta claro em qual 6rgdo essas moléculas séo sintetizadas. A rapida acumulacdo nas folhas e
caule de arvores jovens sugerem que a maquinaria de biossintese seja mais ativa nesses
orgdos, sendo a producdo atribuida a sesquiterpeno sintetases. Germacrene D ((1Z,6Z) -1-
metil-5-metilideno-8-propan-2-ilciclodeca-1,6-dieno) foi descrito como o0 sesquiterpeno mais
abundante nos tecidos e foi encontrado em outras espécies do género, porém ndo como
principal constituinte. Esse fato sugere que a mesma via biossintética é utilizada na producao
dos sesquiterpenos e diferencas moleculares e genéticas entre as enzimas de cada espécie
conduzem as diferentes proporcdes de sesquiterpenos produzidos (CHEN et al., 2009).

A composicdo do 6leo de copaiba pode ser influenciada por varios fatores, tais
como caracteristicas genéticas da arvore, variacdo sazonal e do ambiente (BARBOSA et al.,
2013). A sazonalidade é a principal dificuldade para incluir o 6leo de copaiba como matéria-
prima para a industria farmacéutica e a padronizacdo da coleta em uma época do ano pode
minimizar as variag¢@es influenciadas por esse fator (BIAVATTI et al., 2006).

A atividade anti-inflamatdria do 6leo de C. officinalis foi reportada in vitro
pela inibicdo da enzima 5-lipoxigenase que converte acido araquidénico em leucotrienos
(BAYLAC; RACINE, 2003) e pela ndo inibicdo de proteases de neutrdfilos, responsaveis pela
degradacdo de proteinas da matriz extracelular (BAYLAC; RACINE, 2004). Foi descrita
moderada atividade antilipoperoxidativa e intensa atividade antioxidante para o é&cido
caurenoico extraido do 6leo de copaiba, pela diminui¢do da expressdo de TNF-a e IL-1 e da
atividade da mieloperoxidase (DE LIMA SILVA et al., 2015). Ratos tratados profilaticamente
com injecOes subcutaneas de 6leo de C. officinalis (0,63 ml/kg/dia) e submetidos a sepse por
ligacdo cecal e puncdo apresentaram maior sobrevida e menor nivel de estresse oxidativo
(LOPES et al., 2015).

O efeito leishmanicida do dleo de copaiba também foi descrito em alguns
estudos. Oleos extraidos de varias espécies de copaibeiras foram testados em Leishmania
amazonensis. O 0leo de C. reticulata foi 0 mais eficaz com ICso (concentracdo capaz de inibir
0 crescimento de 50% dos protozoarios presentes no ensaio) igual a 5,0 pg/mL para forma
promastigota e 15,0 pg/mL para forma amastigota do parasito. J& o 6leo de C. officinalis

apresentou 1Cso de 20 pg/mL para formas promastigotas (SANTOS et al., 2008b). Outro
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estudo relatou a atividade de &cidos diterpénicos isolados de 6leo-resinas de Copaifera sobre
0 mesmo parasito, sendo o acido hidroxicopalico (ICso 2,5 pg/mL) e metilcopalato (ICso 6,0
pug/mL) os mais efetivos. O primeiro composto ocasionou alteragdes morfoldgicas e
ultraestruturais em promastigotas de L. amazonensis evidenciadas por células arredondadas,
perda de contelido por ruptura da membrana citoplasmética, mitocondria com aumento de
volume e membranas concéntricas, aumento da condensacdo da cromatina e da atividade de
exocitose na regido da bolsa flagelar (SANTOS et al., 2013a). Terpenos que compdem o 6leo-
resina também apresentam atividade sobre Trypanosoma cruzi, sendo a forma tripomastigota
(ndo proliferativa) a mais resistente e a forma amastigota (proliferativa) a mais sensivel, com
baixa e moderada toxicidade a heméacias humanas e células LLCMK?, respectivamente
(IZUMl et al., 2012).

A atividade antibacteriana do 6leo de copaiba extraido de C. officinalis ja foi
relatada por alguns estudos, porém a concentragéo inibitéria minima (CIM) e a concentracéo
bactericida minima (CBM) variam entre a mesma espécie bacteriana. Este Oleo-resina
apresentou atividade bactericida contra Staphylococcus aureus (CIM e CBM = 62,5 pg/mL),
S. aureus resistente a meticilina (CIM = 125 pug/mL e CBM = 250 pg/mL), Staphylococcus
epidermidis (CIM e CBM = 31,25 pg/mL), Enterococcus faecalis (CIM = 31,25 pg/mL e
CBM = 62,5 pg/mL) e Bacillus subtilis (CIM e CBM = 31,25 pg/mL) (SANTOS et al.,
2008a). Recentemente, outro estudo relatou a atividade sobre S. aureus, porém a CIM e CBM
foram de 31,25 pg/mL (GUIMARAES et al., 2016). A CIM do 6leo-resina de C. officinalis
para nove espécies de Paenibacillus, patdgenos de abelhas, variou de 1,56% a 25% e, ap6s 48
horas de tratamento, nenhuma célula viavel da cepa de referéncia P. larvae ATCC 9545 foi
observada (SANTOS et al., 2012). Pieri et al. (2011) descrevam a atividade antimicrobiana de
uma solucdo de 6leo de copaiba de C. officinalis (10%) sobre sete isolados de Escherichia
coli obtidos de leite de vacas acometidas por mastite, detectando halos de inibicdo de até 30
mm.

O oleo extraido de C. officinalis apresentou atividade bacteriostatica sobre a
cepa de referéncia Streptococcus mutans ATCC 25175 com CIM de 0,78 puL/mL. (PIERI et
al., 2012). Outro estudo relatou CIM de 30.000 pg/mL para cepa de referéncia de S. mutans
ATCC 25715 e CIM de 15.000 pg/mL para a cepa de referéncia de S. aureus ATCC 25923
(LIMA DE OLIVEIRA et al., 2016). Em ambos os estudos, a atividade do 6leo-resina foi
bacteriostatica.

Outra propriedade do 6leo de C. officinalis € a inibicdo da adesdo microbiana.
Essa capacidade foi descrita para Candida albicans ATCC 10231 e SC5314 com reducdo de
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70% na adesdo ap0s tratamento com 6leo de copaiba (TOBOUTI et al., 2016). A atividade
sobre a adesdo também foi reportada sobre S. mutans em dentes de cdes na concentracdo de
10% (v/v) (PIERI et al.,, 2010). B-cariofileno, frequentemente descrito como principal
sesquiterpeno presente no 6leo de copaiba, inibiu a formacdo de biofilme de isolados de
Haemophilus sp., Lactococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp., Aerococcus sp. e
Streptococcus sp., nas concentragdes de 1560, 3120 e 6250 pg/mL (PIERI et al., 2016).

Em relacdo a EGB, Fonseca et al. (2013) analisaram a atividade antibacteriana
de alguns componentes do 6leo de copaiba na cepa de referéncia S. agalactiae ATCC 12836.
As CIMs para manool, acido caurenoico e &cido copalico foram 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL e
1,56 pg/mL, respectivamente. Entretanto, o efeito do 6leo-resina de C. officinalis em células
planctbnicas e sésseis de EGB, bem como as alteracBes estruturais promovidas por esse
produto ainda nao foram descritas.

O 6leo de copaiba extraido de C. multijuga teve sua atividade descrita sobre
EGB, com CIMs e CBMs que variaram entre 120 a 1000 pg/mL e 250 a >1000 pg/mL,
respectivamente. Apos 24 horas de tratamento com o 6leo de copaiba na CBM, nenhuma
unidade formadora de colénia (UFC) foi detectada. Na analise das células tratadas por
microscopia eletronica de transmissdo, observou-se dano na parede celular bacteriana e
diminuigdo da elétron-densidade, indicando ser o possivel alvo desse 6leo. Além disso, 0 6leo
apresentou interacdo antibacteriana sinérgica com AgNPBio sobre o crescimento desse
microrganismo (OTAGUIRI et al., 2017).

Apenas trés estudos investigaram o mecanismo de acdo do dleo de copaiba. Os
Oleos extraidos de C. martii e C. multijuga causaram rompimento da parede celular, com
consequente liberacdo de conteudo citoplasmatico e diminui¢cdo do volume celular, em células
plancténicas de S. aureus e S. agalactiae (OTAGUIRI et al., 2017; SANTOS et al., 2008a). O
6leo-resina de C. duckei afetou a mesma estrutura celular em B. cereus, com diminui¢do da
espessura e formacdo de filamentos na camada S da parede celular, sugerindo liberacdo de
conteddo celular. Além disso, analises por SDS-PAGE mostraram que o 6leo C. duckei foi
capaz de extrair proteinas da parede celular, corroborando que essa estrutura celular € o alvo
de acdo desse 6leo-resina (SANTOS et al., 2013).

2.6 HIDROGEIS: CARACTERISTICAS E APLICACOES ANTIMICROBIANAS
Em 1960, os géis hidrofilicos eram propostos para uso bioldgico por
apresentarem contetdo adequado de agua, serem inertes aos processos bioldgicos e permitir a

permeabilidade de metabdlitos. Esses materiais surgiram como uma opg¢do para dispositivos
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que ficassem em contato permanente com 0s tecidos, como o desenvolvimento de 6rgdos e
producédo de lentes de contato, e comecaram a ganhar destaque por ndo causar danos, ou
irritacdo aos tecidos (WICHTERLE; LIM, 1960).

Atualmente, os hidrogéis sdo definidos como uma forma farmacéutica semi-
solida formada por uma rede tridimensional hidrofilica composta por polimeros e capaz de
absorver grande quantidade de &gua. Essa capacidade é promovida pelos grupos funcionais
ligados ao esqueleto polimérico, enquanto que sua resisténcia a dissolucdo é devida as
ligacOes cruzadas entre as cadeias, formando as redes (AHMED, 2015). Este fato somado as
caracteristicas de suavidade, flexibilidade e biocompatibilidade, fazem dos hidrogéis um alvo
de grande interesse para diferentes aplicagdes biomédicas. As principais areas de aplicacdo
dos hidrogéis sdo lentes de contato, curativos para feridas, sistemas de administracdo de
medicamentos e produtos cosméticos e de higiene (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015).

Essa forma farmacéutica pode ser classificada em relacdo a diferentes
fatores, sendo classificados em naturais ou sintéticos, de acordo com a origem de seu
mondmero. Em relacdo a quantidade de mondmeros empregados em sua producao, podem ser
homopolimérico, copolimérico ou multipolimérico quando sdo utilizados um, dois ou mais
monomeros, respectivamente. Baseado em sua conformacgdo, podem ser amorfo (ndo
cristalino), cristalino ou semi-cristalino (mistura complexa formada por fase amorfa e por fase
cristalina). Suas ligagdes podem ser quimicas, que sdo permanentes, ou fisicas, transitorias e
formadas por interagdes idnicas, ligacdes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas. De acordo
com sua carga elétrica, os hidrogéis podem ser ndo-iénicos (sem carga), ibnicos (catibnico ou
anidnico) ou anfotéricos (apresenta ambas as cargas) (AHMED, 2015).

A formulacdo de um hidrogel, caracterizado como medicamento, ou seja,
contendo farmaco, precisa atender a requisitos farmacocinéticos, como: carreamento maximo
do farmaco, retencdo no local de acdo e liberacdo sustentada durante o periodo terapéutico.
Destaca-se que para utilizad-lo na regido vaginal, aspectos fisiologicos caracteristicos dessa
regido devem ser respeitados, como variacdo de pH, microbiota, muco cervical e alterac6es do
ciclo menstrual (MIRZA et al., 2016).

Outro ponto importante que deve ser considerado sobre as formulagbes
semi-sélidas sdo suas caracteristicas reologicas, ou seja, como a formulacéo ira se dispersar e
reter sobre o tecido. Para os géis de aplicacdo vaginal, essas informacdes sao imprescindiveis,
uma vez que devem espalhar-se facilmente sobre a mucosa e ter tempo de retencdo adequado.
Geralmente, os hidrogéis apresentam comportamento pseudoplastico ndo-Newtoniano, que

permite a facil distribuicdo do produto sobre a mucosa, sendo utilizado como polimeros 0s
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diversos tipos de carb6meros, hidroxietilcelulose, copolimero de acrilato de sddio Lecitina,
entre outros (NEVES et al., 2009).

A incorporacdo de polimeros em formulacbes para a regido vaginal é
fundamenttal, pois promove maior contato com a superficie vaginal, contribuindo com a
mucoadesdo e melhorando o tempo de retencdo do farmaco (BODDUPALLI et al., 2010).
Entre eles, o carbdmero, comercialmente conhecico como Carbopol 940®, é um polimero
sintético de &cido acrilico que apresenta grupos hidroxil e carboxil que Ihe conferem
caracteristica aniénica. Esse polimero apresenta propriedades mucoadesivas, pois é capaz de
formar ligagOes de hidrogénio e penetrar na mucosa (GAFITANU et al., 2016). Estudos
conduzidos por Berretta et al. (2013) mostraram que o carbomero apresentou melhor
capacidade mucoadesiva quando comparado com o0s polimeros quitosana e
hidroxietilcelulose. Sistemas mucoadesivos também apresentam as vantagens de administrar a
dosagem especifica diretamente no alvo e o contato direto com a mucosa promove alta
concentracdo do farmaco nessa superficie de alta absor¢do, melhorando seu tempo de retencao
e evitando o metabolismo de primeira passagem. Considera-se como mucosas, a cavidade
oral, tecido conjuntivo ocular, mucosa vaginal, cavidade nasal e o trato gastrointestinal
(BODDUPALLI et al., 2010).

Neste contexto, uma das aplicacdes estudadas é a preparacdo de hidrogéis
antimicrobianos. Agentes antimicrobianos sozinhos, geralmente, tém sua atividade
prejudicada, devido a instabilidade na molécula e degradagdo proteolitica que prejudicam o
seu tempo de agdo. A fim de melhorar sua eficicia, reduzir a toxicidade e prolongar a
estabilidade, esses agentes antimicrobianos sdo incorporados em polimeros biocompativeis,
como os hidrogéis (GONZALEZ-HENRIQUEZ; SARABIA-VALLEJOS; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ, 2017). Estes podem ser utilizados como veiculos para os antimicrobianos de
diferentes origens, como nanoparticulas, antimicrobianos naturais ou sintéticos, ou a partir de
substancias que apresentem atividade antimicrobiana intrinseca, como peptideos, quitosana ou
polimeros com grupos funcionais (NG et al., 2014).

Somado a essas propridades, os produtos naturais com atividade
antimicrobiana, despertam o interesse para o desenvolvimento de novas formulagdes tendo
como base os hidrogéis, inclusive para aplicacdo vaginal. O 6leo de anis incorporado em
hidrogéis a base de hidroxipropilmetilcelulose, alginato de sodio e Carbopol 943
apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus e Sarcina lutea, sendo que a
formulacdo a base de carbopol também possuiu atividade antifungica em C. albicans, C.

glabrata e C. parapsilosis, mostrando que a estrutura e funcionalidade deste polimero
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colaborou com a atividade do principio ativo (GAFITANU et al., 2016). El-Kased et al.
(2017) formularam géis de quitosana e Carbopol 934® suplementados com mel com atividade
antimicrobiana sobre microrganismos causadores de infecces em feridas (Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus, Klebsiella pneumonie e Streptococcus pyogenes), sendo a atividade
mais pronunciada no gel de quitosana. As formulacGes também foram capazes de curar as
feridas infectadas. Carbopol 940® e quitosana foram utilizados também para incorporagio de
extrato de propolis com atividade antifingica sobre C. albicans in vitro e em modelo de
candidiase vaginal, sem causar nenhum dano a arquitetura do tecido (BERRETTA et al.,
2013). Esses estudos mostram a flexibilidade de utilizagdo dessas formulages, inclusive para
veicular produtos naturais como principios ativos. Além disso, evidenciou-se em modelos in
vivo, auséncia ou baixa toxicidade, permitindo o densenvolvimento de formulagdes seguras

com atividade antimicrobiana.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia e perfil de sensibilidade
de EGB isolados de gestantes atendidas no Hospital Universitario de Londrina (HUL), bem
como desenvolver um hidrogel enriquecido com oleo de copaiba extraido de Copaifera

officinalis com atividade antimicrobiana contra EGB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a prevaléncia de EGB isolados de gestantes atendidas no HUL no
periodo de Janeiro de 2014 a Dezembro de 2016.

Determinar o perfil de sensibilidade dos isolados de EGB a penicilina G,
eritromicina e clindamicina.

Avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do 6leo de copaiba sobre células plancténicas de EGB.

Formular hidrogéis com 6leo de copaiba tendo como base diferentes polimeros
e analisar suas caracteristicas fisico-quimicas.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos hidrogéis sobre as células planctonicas
de EGB.

Analisar a cinética do tempo de morte de células planctdnicas e sésseis de EGB
tratadas com 6leo de copaiba e com hidrogel de 6leo de copaiba.

Analisar alteracbes morfologicas das células planctonicas de EGB apos
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tratamento com 6leo de copaiba e com hidrogel de dleo de copaiba.
Verificar a citotoxicidade do hidrogel de 6leo de copaiba em mucosa

cervicovaginal de camundongos fémeas.
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Resumo

Um estudo retrospectivo foi realizado com gestantes atendidas no Hospital Universitario de
Londrina, Parana, Brasil para determinar a prevaléncia de colonizacdo vaginal-retal por
Estreptococos do Grupo B (EGB) e o perfil de sensibilidade de EGB aos antimicrobianos
utilizados para a antibioticoterapia profilatica intraparto. Swabs vaginais-retais foram
coletados de 2.901 mulheres entre a 35% e 372 semana de gestacdo. Destes, 528 (18,2%)
apresentaram cultura positiva para EGB, e 0,4%, 10,2% e 10% dos isolados foram resistentes
a penicilina, eritromicina e clindamicina, respectivamente. Estes resultados destacam a
importancia de vigilancia continua da colonizacdo por EGB em gestantes para a prevenc¢do de
infeccdes em neonatos por EGB.

Palavras-Chave: Streptococcus agalactiae, colonizacdo, resisténcia antimicrobiana,

prevaléncia.

Abstract

A retrospective study of pregnant women seen at the University Hospital of Londrina, Parana,
Brazil was performed to determine the prevalence of Group B Streptococcus (GBS) vaginal-
rectal colonization, and the GBS susceptibility for antimicrobials used in intrapartum
antibiotic prophylaxis. A vaginal-rectal swab was collected from 2,901 women between 35
and 37 weeks of gestation. Of these, 528 (18.2%) had a positive culture for GBS, and 0.4%,
10.2% and 10% of the isolates were resistant to penicillin, erythromycin and clindamycin,
respectively. These results highlight the importance of continuous surveillance of GBS
colonization in pregnant women for preventing GBS infections in neonates.

Key words: Streptococcus agalactiae, colonization, antimicrobial resistance, prevalence.

Introduction

Streptococcus agalactiae (group B Streptococcus - GBS) can be found as a harmless
colonizer of the human microbiota, mainly in the gastrointestinal and genitourinary tract
(MCCORD, 2001). Vaginal-rectal GBS colonization in pregnant women is usually
asymptomatic but increases the risk of preterm birth and vertical transmission to newborns
(HANSEN et al., 2004). Importantly, around 1-3% of neonates colonized during delivery may
develop early-onset GBS diseases (BOYER; GOTOFF, 1985; CDC, 2010), which are
associated with high mortality rates or long-term disabilities such as serious neurological
sequelae (EMBLETON et al., 1999; EVANGELISTA; FREITAS, 2015).
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Preventive universal strategies for detecting GBS vaginal-rectal colonization in
pregnant women at 35 and 37 weeks of gestation and administration of intrapartum antibiotic
prophylaxis (IAP) led to a significant reduction in the incidence of GBS early neonatal
infections in many parts of the world (VERANI; SCHRAG,2010). Currently, the antenatal
strategy for detecting GBS colonization recommended by Center for Diseases Control of the
United States (CDC, 2010) is based on culture methods, and penicillin is the first-line for 1AP.
In penicillin-allergic pregnant women with high risk of anaphylaxis, erythromycin,
clindamycin or vancomycin are recommended as alternatives. However, this prevention
strategy is yet to be adopted by most of the underdeveloped or developing countries
(EVANGELISTA; FREITAS, 2015). In Brazil, although the Brazilian Society of Gynecology
and Obstetrics recommends the GBS screening and IAP in colonized pregnant women, there
IS no consensus regarding prophylactic measures to reduce the incidence of neonatal GBS
infection.

In that sense, GBS detection and determination of susceptibility profile on
recommended gestational period should be expanded at health care services to perform the
IAP properly, as an attempt to reduce the risk of both bacterial transmission to newborns and
development of resistance to commercially available antibiotics. Therefore, the present study
aimed to evaluate the prevalence and antimicrobial susceptibility profile of GBS isolated from

pregnant women seen at the University Hospital of Londrina in northern Parand, Brazil.

Material and Method

Patients and study design

This retrospective study based on medical record review was conducted at the
University Hospital of Londrina (UHL) between January 2014 and December 2016. This
hospital is the major referral center for the “Sistema Unico de Saude (SUS)”, the Brazilian
governmental health system, in northern Parana, Brazil. Besides the population of Londrina
and neighboring municipalities, this hospital is also a reference for tertiary care for
individuals from several localities in the states of S&o Paulo and Mato Grosso do Sul. UHL
has adopted the CDC recommendations to prevent GBS early-onset diseases in neonates.
Penicillin (first-line), and clindamycin or vancomycin (second-lines) were used for IAP
(CDC, 2010). Vaginal-rectal swabs were collected from all pregnant women between the 35%
and 37" weeks of gestational age seen at the hospital. Sampling was performed on the lower
third of vagina followed by the rectum using COPAN Transystem Stuart collection device

(COPAN Diagnostic, Italy) and immediately transported to the microbiology laboratory. Data
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from AGTA healthcare information system database, LABHOS® module indicated that 2,901
pregnant women were seen at the UHL during the analyzed period. The study protocols were
approved by the Ethics Committee of Universidade Estadual de Londrina (Document 193/12-
CEP/UEL).

Microbiological analysis

The swab specimens were inoculated into Granada Biphasic broth (bioMérieux,
Brazil) and incubated at 37°C for 24 hours, in accordance with the hospital routine. After
incubation, the samples were subcultured on Muller-Hinton agar (MHA) containing 5% sheep
blood at 37°C for 24 hours. All isolates were identified to the species level by standard
phenotypic methods based on colony morphology, Gram staining, catalase and CAMP
(Christie, Atkins, Munch-Petersen) tests. Bacteria were kept at -20°C in TSB containing 20%
glycerol and 5% sheep blood.

All GBS isolates were tested for penicillin G, clindamycin and erythromycin
(Oxo0id™, Brazil) susceptibility wusing the disk diffusion method following the
recommendations of the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 was used as the quality control of the assays.

Results and Discussion

Vaginal-rectal GBS colonization in pregnant and non-pregnant women can be
transient, intermittent or persistent (HANSEN et al., 2004). Accordingly, the risk of maternal
GBS transmission to newborn as well as development of early-onset infection have been
maintained overtime. Therefore, continuous surveillance of vaginal GBS carriage in pregnant

women is essential for prevention of neonatal GBS diseases.

The prevalence rates of GBS colonization in pregnant women vary between
geographic regions, with the lowest and highest prevalence of colonization in Asia (11.1%)
and Africa (22.4%), respectively. Although this regional heterogeneity is not fully understood,
it does not seem to be due to the differences in culture methods or in the timing of vaginal-

rectal swab collection in pregnancy (KWATRA et al, 2014).
In this study, 2,901 pregnant women (1,137, 820 and 944 during 2014, 2015 and 2016,

respectively) with no clinical evidence of streptococcal infection were included. Of these, 528
(18.2%) had a positive culture for GBS, which is in accordance with the average prevalence
of 19.7% previously reported for countries in the Americas (KWATRA et al, 2014). The GBS
colonization prevalence in pregnant women did not vary significantly (P > 0.05) over the
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analysis period, ranging between 17.7% (201/1137), 19.2% (157/820) and 18.0% (170/944) in
2014, 2015 and 2016, respectively (Table 1). Overall, the average age of pregnant women was

27 years (ranging from 13 to 54 years) and there were no significant differences (P > 0.05) in

the prevalence of GBS colonization in between age groups (Table 2). In Brazil, differences in

the prevalence of GBS colonization in pregnant women have also been detected according to

the geographic region and the data are summarized in Table 3.

Table 1 - Antimicrobial susceptibility profile of GBS isolated from pregnant women seen at
UHL from January 2014 to December 2016.

Antimicrobial
Penicilin Erythromycin Clindamycin
Year N n (%)
S R S I R S R
n (%) n (%) n (% n (%) n (%) n (%) n (%)
2014 1137 201 (17.7) 201 (100) 0 168 (83.6) 5(2.5) 28(13.9) 170(84.6) 31(15.4)
2015 820 156 (19.2) 154(98.7) 2(1.3) 135(86.0) 6(3.8) 15(9.6) 143(91.7) 13(8.3)
2016 944 170 (18.0) 170 (100) 0 154 (90.0) 6(3.5) 11(6.5) 161(94.7) 9(5.3)

Total

2901 528 (18.2) 526 (99.6) 2 (0.4)

457 (86.6) 17 (3.2) 54 (10.2)

475 (90.0) 53 (10.0)

N: number of pregnant woman seen at UHL during the analyzed period; n: number of positive cultures for GBS;

S: susceptible; I: intermediate; R: resistant

Table 2 - Age groups of pregnant women positive for vaginal-rectal GBS colonization seen at
UHL from January 2014 to December 2016.

2014 2015 2016
Age group
N % N % N %

< 20 years 41 20.4 29 18.6 24 14.1
20 to 24 years 25 124 44 28.2 44 25.9
25 to 29 years 53 26.4 27 17.3 35 20.6
30 to 34 years 39 194 22 14.1 36 21.2
> 35 years 43 21.4 34 21.8 31 18.2
Total 201 100 157 100 170 100




N: number of pregnant women seen at UHL during the analyzed period
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Currently the use of intravenous penicillin G remains the first-line antibiotic for the
IAP (VERANI; SCHRAG, 2010). The decrease in susceptibility to penicillin in GBS is rare,

and 100% of penicillin-sensitive isolates were found in several regions of the world (WANG
et al, 2015; BERG et al, 2014; FROHLICHER et al, 2014; OTAGUIRI et al. 2013). However,

GBS isolates with decreased susceptibility to penicillin were previously described. This

phenomenon occurs due to the accumulation of mutations in the penicillin-binding proteins
PBP1, PBP2b and PBP2x, which participate in cell wall biosynthesis (NAGANO et al, 2009).

In this study, we detected only two isolates (0.4%) resistant to penicillin. In Brazil, most of

the GBS isolates remain sensitive to penilicin. Nonetheless, high-rate resistance to this

antibiotic was detected in GBS isolated from pregnant women seen at a maternity facility in

Sobral, Ceara (Table 3).

Table 3 - Prevalence of GBS colonization among pregnant women previously reported in

Brazilian studies.

Site/Timing

City/State N of swab Enrlchment n (%) An_tlmlcroblal Reference
i medium resistance (%)
collection
TH+5% sheep
Rio de blood+CN Benchetrit
) 86 VINE 22 (25.6) NT
Janeiro/RJ 8ug/mL+NA etal., 1982
15pug/mL
Londrina/P VR/>36 Beraldo et
309 HPTH 46 (14.9) NT
R weeks al., 2004
) ) TH+CT
Florianopoli VR/Z35 Pogere et
273 10pg/mL+NA 59 (21.6) NT
s/SC weeks al., 2005
15pug/mL
LIM’S+CT
Ribeirdo V/35-37 Zusman et
598 10pg/mL+NA 107 (17.9) NT
Preto/SP weeks al., 2006
15pg/mL
TH+CT E (23.6)
Sao VR/>36 Costa et al.,
) 201 10pg/mL+NA 41 (20.4) DA (25.4)
Luis/MA weeks 2008
15ug/mL CRO (12.7)



Campinas/
SP
Rio de

Janeiro/RJ

Juiz de
Fora/MG

Maringd/PR

Sobral/CE

Tubardo/SC

Tubardo/SC

Maringa/PR

Londrina/
PR

203

3,929

221

102

213

118

203

544

2,901

V/[22-37

weeks

VR/35-37

weeks

VR/< and

>37 weeks

VR/>35

weeks

VR/>20

weeks

VR/35-37

weeks

VR/=35

weeks

VR/>35

weeks

VR/35-37

weeks

TH

NU

TH+CN
8ug/mL+NA
15pug/mL+
sodium azide
0.02%
HPTH
TH+CN
8ug/mL+NA
15pg/mL

TH+CN
8ug/mL+NA
15pg/mL

NE

TH+CN
8ug/mL+NA
15pg/mL
HPTH
TH+CN
8ug/mL+NA
15pg/mL

Granada Broth 528 (18.2)

56 (27.6)

186 (4.7)

21 (9.5)

25 (24.5)

9 (4.2)

32 (27.1)

41 (19.7)

136 (25)

NT

NT

E (22.7)
DA (50)

NT

AMP, KF, P
(44.4)
E (33.3)
DA (77.8)
C(11.1)

NT

NT

E (8.1)

DA (5.9)
C (4.4)

TE (82.3)
P (0.4)

E (10.2)
DA (10.0)
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Nomura et
al., 2009

Costaetal.,
2010

Castellano
Filho et al.,
2010

Chaves Jr
etal., 2010

Linhares et
al., 2011

Kruk et al.,
2013

Schorner et
al., 2014

Melo et al.,
2016

This study

N: Number of pregnant women analyzed; n: number of positive cultures for GBS; V: vaginal; VR: vaginal-
rectal; NE: not specified; NT: not tested; NU: not used; TH: Todd-Hewitt Broth; HPTH: Hitchens-Pike-Todd-
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Hewitt; AMP: ampicillin; P: penicillin G; CRO: ceftriaxone; KF: cephalothin; E: erythromycin; DA:
clindamycin; CN: gentamicin; C: chloramphenicol; TE: tetracycline; NA: nalidixic acid; CT: colistin.

Clindamycin, erythromycin, and vancomycin are alternatives for both pregnant
women colonized with penicillin-resistant GBS or allergic to penicillin with high risk of
anaphylaxis (VERANI; SCHRAG, 2010). The susceptibility for erythromycin and
clindamycin between GBS isolated from these patients can also vary according to geographic
location. In African countries, rates of erythromycin and clindamycin resistance ranging from
6.5% to 21.1% and 3.2% to 17.2%, respectively, were reported among GBS isolates from
pregnant women (BERG et al., 2014; BOLUKAOTO et al., 2015). Data from North America
reported rates of resistance to erythromycin and clindamycin ranging from 27.4% to 36% and
27.4% to 33%, respectively (BERG et al., 2014; TEATERO et al., 2017). High rates of GBS
resistance for both antimicrobials were reported in Italy (32.2% for erythromycin and 43.8%
for clindamycin) (MATANI et al, 2016) and China (78.6% for erythromycin and 64.3% for
clindamycin) (WANG et al., 2015). In contrast, lower rates of resistance were detected in
Swiss (14.6% for erythromycin and 8.2% for clindamycin) (FROHLICHER et al., 2014) and
Saudi Arabia (15.7% for erythromycin and 5.1% for clindamycin) (KHAN; FAIZ; ASHSHI,
2015).

Here, we detected resistance to erythromycin in 54 isolates (10.2%) and, of those, 46
(85.2%) were also resistant to clindamycin. Resistance only to erythromycin was observed in
8 isolates (1.5%), while 7 (1.3%) were resistant only to clindamycin (Table 1). Similar rates
of erythromycin and clindamycin resistance between GBS colonizer of pregnant women were
detect in a Public Health Service of Maringa city in northern Parand, Brazil (MELO et al.,
2016). Rates of resistance ranging from 0% to 14.3% and 7.7% to 12.2% for erythromycin
and clindamycin, respectively were detected in studies performed in GBS isolated from
pregnant women in Rio de Janeiro, Brazil (SORAES, et al., 2014; BARROS; DE SOUZA,
LUIZ, 2016). In contrast, high rates of resistance for both antimicrobials were detected in
other Brazilian studies (Table 3).

Conclusion

In our region, resistance to penicillin between vaginal-rectal GBS colonizer of
pregnant women is rare. However, we identified two penicillin-resistant GBS isolates in this
study. In addition, a substantial number of GBS isolates resistant to clindamycin was also
detected. These results highlight the importance of continuous surveillance of vaginal-rectal

GBS colonization in pregnant women and monitoring antimicrobial resistance for proper I1AP.
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In turn, these measures greatly contribute to the prevention of GBS early-onset diseases in
neonates.
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Abstract

In this study, we describe the antibacterial activity of oleoresin from Copaifera officinalis
against Streptococcus agalactiae or Group B Streptococcus (GBS), including resistant
isolates, and the development of a topical formulation based on carbomer enriched with
copaiba oil. The copaiba oil formulation preserved the antimicrobial activity with
appropriated pH, non-Newtonian pseudoplastic profile with absence of cytotoxicity for mice
cervicovaginal mucosa. The minimum and bactericidal concentration values of copaiba oil
ranged from 0.03 to 0.06 mg/mL and 0.06 to 0.12 mg/mL, respectively. Six formulations
enriched with copaiba oil 0.5% (w/w) and 1.0% (w/w), but only carbomer 940® plus copaiba
oil 1.0% (COF1 1.0%) was capable to inhibit all isolates growth. After 12 and 8 hours of
treatment with copaiba oleoresin and COF1 1.0%, no CFU was detected, respectively, and
both treatments caused morphological alterations, such as cell wall lysis and cytoplasmic
content release, compared to untreated control. No damage to cervicovaginal mucosa of mice
treated with COF1 1.0% were found after histological evaluation. The results showed the
antibacterial activity of copaiba oleoresin from C. officinalis against GBS and suggest a
topical formulation to decrease vaginal GBS colonization and prevent GBS transmission to

the newborns.
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Introduction

Streptococcus agalactiae or Group B Streptococcus (GBS) is part of the
gastrointestinal and genitourinary microbiota of healthy individuals. During pregnancy or in
the postpartum period, vaginal-rectal colonization by GBS is generally asymptomatic.
However, it may increase the risk of preterm birth and perinatal transmission to newborns
(CDC, 2010) and it is the major cause of sepsis in the first three days of life (SCHRAG et al.,
2016).

Currently, intrapartum antimicrobial prophylaxis (I1AP) is the strategy for
prevention of GBS neonatal infections. Beta-lactams (penicillin and ampicillin) are the first-
line antibacterials used and clindamycin is the alternative for penicillin-allergic pregnant
women (CDC, 2010). IAP has reduced effectively the incidence of neonatal infection,
however it increases the antimicrobial use which can be partly responsible for resistant strains
selection among GBS and non-GBS species (SCHRAG, VERANI, 2013). In general, GBS
isolates preserve the susceptible profile to beta-lactams (HAYS et al., 2016; OTAGUIRI et
al., 2013; TURNER et al., 2012). However, reduced susceptibility and resistance to this
antimicrobial have already been described (NAGANO et al., 2012; SEKI et al., 2015,
CRESPO-ORTIZ et al., 2014; MORGUETTE et al., 2017). Moreover, increasing rates of
erythromicin and clyndamicin resistance have been reported worldwise (BERG et al., 2014;
HAYS et al., 2016; JI et al., 2017; LU et al., 2014; OTAGUIRI et al., 2013). Antimicrobial
use in neonates is associated with decreased gut microbial diversity and protective anaerobic
bacteria and increased risk of antimicrobial resistance development (FJALSTAD et al., 2017).
Thus, the search for safer and novel antibacterial substances for the control of GBS infections
is of a great interest.

Plants are a rich source for new bioactive molecules with various biological
effects, including antibacterial activity. In fact, the antibacterial activity of several plant
compounds has been described previously. Copaifera officinalis L. (Leguminosae Jess family,
Caesalpinoidae Kunt sub-family) is native to the tropical regions of Latin America and west
Africa. In Brazil, these species are mostly found in Amazon and Roraima states (VEIGA JR;
PINTO, 2002). Like other species, it is a source of an oleoresin that has been used in folk
medicine for a long time, mainly as wound healing. However, various biological activities can
be attributed for this oleoresin, such as anti-inflammatory, antiseptic, analgesic, and
antimicrobial (ABRAO et al., 2015; DA SILVA MORAES et al., 2016; GUIMARAES et al.,
2016; 1ZUMI et al., 2012; MENDONGCA; ONOFRE, 2009; OTAGUIRI et al., 2017,
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SANTOS et al., 2008a; SANTOS et al., 2008b; SOUZA et al., 2011; VEIGA JR; PINTO,
2002)

Moreover, hydrogels have been explored in drug delivery research for their
physical properties, like high water content, softness, flexibility, and biocompatibility.
(CALO, KHUTORYANSKIY, 2015). Hydrogels are polymers forming a 3D network able to
hold water in this porous structure, due to their hydrophilic groups (PAL, BANTHIA,
MAJUMDAR, 2009) and have been explored for drug delivery, including for vaginal drug
delivery (NEVES, BAHIA, 2006). Overall, their antimicrobial applications have been
explored and its association with antimicrobial compounds enhances their efficacy and
specificity, through cytotoxicity reduction and improvement of stability and biocompatibility
(GONZALEZ-HENRIQUEZ, SARABIA-VALLEJOS, RODRIGUES-HERNANDEZ, 2017).

In this study, we evaluated the antibacterial activity of copaiba oil from C.
officinalis against GBS isolated from pregnant women, including those resistant to
clindamycin and erythromycin. Besides, we developed a copaiba oil topical formulation,
using carbomer as polymer former which preserver the bactericidal activity of copaiba oil,

and showed no toxicity for mice cervicovaginal mucosa.

Materials and Methods

1. Bacterial strains

Nine GBS strains were obtained from the Laborat6rio de Microbiologia Clinica
collection of the Hospital Universitario de Londrina, Londrina, PR, Brazil. Among them, two
were resistant only to erythromycin, presenting an efflux-pump encoded by mefA/E, and two
were resistant to both antibacterials, due to the expression of ermA or ermB genes, which
post-transcriptionally modify the 23S ribosomal RNA (DUTRA et al., 2014). Phenotypic and
genotypic characteristics were previously described (Table 2) (OTAGUIRI et al., 2013).
Reference strain S. agalactiae ATCC 13813 was kindly donated by Fundagdo Instituto
Oswaldo Cruz (INCQS-FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil). For each experiment, three
colonies forming unit (CFU) were transferred from Tryptic Soy Agar supplemented with 5%
sheep defibrinated blood (TSA-blood) to 0.85% NaCl solution (saline) to achieve a turbidity
equivalent to 0.5 McFarland (1.0 to 2.0 x108 CFU/mL) standard utilizing the DensiCHECK™
PLUS colorimeter (bioMerieux).

2. Oleoresin from Copaifera officinalis
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Oleoresin from C. officinalis was obtained from Ferquima Industria e
Comércio de Oleos Essenciais (S&o Paulo, Brazil). The copaiba oil (batch 165) was collected
by direct puncture of trunk tree and its density (0,930 g/mL) and characteristics (viscous and
yellow liquid) was described in a technical report. A stock solution of 10 mg/mL was
prepared in 10% dimethylsulfoxide (DMSO). DMSO did not exceed 1% in assays.

3. Copaiba oil activity against GBS
3.1 Determination of minimum inhibitory and bactericidal concentration

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of copaiba oleoresin was determined
by broth microdilution assay according to Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI,
2017). Briefly, twofold serial dilutions of copaiba oleoresin (0.001 to 1.0 mg/mL) in Tryptic
Soy Broth (TSB — Oxoid, Brazil) were prepared in 96-wells U-bottom microtiter plates
(Techno Plastic Products, Switzerland) and a cell suspension were added to wells to reach
5x10° CFU/mL per well. Wells containing medium or medium plus DMSO 1%, and wells
without bacterial cells were used as growth and sterility control, respectively. MIC was
detected at total inhibition of bacterial growth after 24 hours incubation compared to untreated
cells.

Minimum bactericidal concentration (MBC) was established when the content
from wells (10 pL) showing no growth were inoculated on TSA-blood and the incubation
proceed for 24 hours at 37 °C. MBC was defined at absence of growth compared to untreated
cells (MILES; MISRA; IRWIN, 1938).

3.2. Time-kill kinetics of copaiba oil

For time-kill kinetics analysis, planktonic cells of S. agalactiae ATCC 13813,
GBS 66 and GBS 121 at a density of 5x10° CFU/mL were incubated at MIC and MBC of
copaiba oil. At determined points (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 and 24 hours), aliquots (20 pL) were
removed for each treatment and growth control and diluted tenfold in 0.15 M phosphate-
buffered saline pH 7.2 (PBS). An aliquot of 10 puL were inoculated in TSA-blood plates and

CFU count was performed after 24 hours incubation at 37 °C.

4. Preparation of hydrogel formulations

Nine hydrogel topical formulations were developed based on three different
polymers with or without copaiba oil (CO), whose concentrations were 0.5 % (w/w) and 1.0
% (w/w). Formulations were named 1) BF1: base formulation of carbomer without; CO 2)
COF1 0.5%: formulation based on carbomer with 0.5% (w/w) of CO; 3) COF1 1.0%:
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formulation based on carbomer with 1.0% (w/w) of CO; 4) BF2: base formulation of
hydroxyethilcellulose (HC) without CO; 5) COF2 0.5%: formulation based on HC with 0.5%
(w/w) of CO; 6) COF2 1.0%: formulation based on HC with 1.0% (w/w) of CO 7) BF3: base
formulation of sodium acrylates copolymer and lecithin (SAL) without CO; 8) COF3 0.5%:
formulation based on SAL with 0.5% (w/w) of CO; 9) COF3 1.0%: formulation based on
SAL with 1.0% (w/w) of CO.

For the preparation of Carbopol based formulations, the polymer was dispersed
in sterile distilled water with constant and vigorous stirring. Then, aminomethyl propanol with
stirring until a transparent gel was formed. The formulations based on hydroxyethilcellulose
and sodium acrylates copolymer and Lecithin were formulated in two steps. Both have a
common phase composed by sterile distilled water, allantoin, and glycerin which were heated
to 75 °C until complete dissolution. Next, the polymers were added with vigorous stirring
until the hydrogel network were established. Finally, copaiba oleoresin 0.5% (w/w) and 1.0%
(w/w) was added to the formulations.

Table 1 - Chemical composition of formulations enriched with copaiba oil

Composition (%; w/w)

Formulations

Be1 COF1 COF1 BF2 COF2 COF2 BE3 COF3 COF3
05% 1.0% 05% 1.0% 05% 1.0%

Distilled water (g.s.)  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Carbomer 940® 0.6 0.6 0.6 - - - - - -
Aminomethyl 0.3 03 03 i i i i i i
propanol
Allantoin - - - 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Glycerin - - - 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

2.0 2.0 2.0 - - -

Hydroxyethylcellulose

Sodium acrylates

copolymer and - - - - - - 2.0 2.0 2.0
Lecithin
Copaiba oil - 0.5 1.0 - 0.5 1.0 - 0.5 1.0

BF: base formulation; COF: copaiba oil formulation

5. Characterization of formulation
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For pre-stability test, 10 g of each formulation were centrifuged at 3200 rpm
for 30 minutes (Baby | Fanem 206-BL, Brazil) to determine modifications or instabilities such
as phases separation, compact sediment formation, or coalescence (Brazil, 2004). The assay
was performed in triplicate and the results were obtained by visual analysis.

All formulations were examined for color and homogeneity (Brazil, 2007).
Briefly, 1.5g of each formulation was visually analyzed on dark background for color
determination. The maintenance of macroscopic characteristics was evaluated by visual
analysis after 24 hours settled.

For physical-chemical characteristics, pH, density, and viscosity were
evaluated. Formulations pH were measured using pH meter (MS Tecnopon Special
Equipment Ltda). The probe was directly immersed on the formulation. The assays were
carried out in triplicate and pH was determined for average values. The density was evaluated
using a glass pycnometer with 10 mL capacity and temperature monitored at 20°C. The ratio
between the sample mass and water mass represents the specific density of each sample
tested. To determine the formulations viscosity, the samples were arranged in a cylindrical
vessel (1.9 cm diameter and 6.3 cm height) fully filled at 25 °C. The measures were
performed at six different spins (0.50, 0.80, 1.10, 1.40, 1.70 and 2.00 rpm). Apparent viscosity
(Viscometer DV-I11 ULTRA), shear and strain rate data were collected after 45, 90, and 135

seconds.

6. Antibacterial activity of copaiba oil formulation

Planktonic cells (5x10° CFU/mL) of all tested isolates were spread on TSA
surface. Then, 200 pL of each copaiba oil formulations and base formulations developed were
spread over the inoculum. After incubation for 24 hours at 37 °C, the formulation which
promoted total inhibition of GBS growth, compared to an untreated control, was selected for

following assays.

6.1 Time-Kkill kinetics of copaiba oil formulation

For time-kill kinetics analysis, planktonic cells of S. agalactiae ATCC 13813,
GBS 66 and GBS 121 (100 pL of 5x10° CFU/mL) were incubated with COF1 1.0%. At
determined points (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 and 24 hours), aliquots (20 pL) were removed for each
treatment and growth control and diluted tenfold in PBS. An aliquot of 10 puL were inoculated
in TSA-blood plates and CFU count was performed after 24 hours incubation at 37 °C.
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7. Scanning Electron Microscopy (SEM) of planktonic cells treated with copaiba oil and
COF1 1.0% (w/w)

Morphological changes produced by copaiba oil and COF1 1.0% on planktonic
cells after 24 hours of treatment were analyzed by SEM. The samples were fixed for 24 h with
2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, and
post-fixed in 1% OsO4 for 2 h. The cells were dehydrated with a series of washes in an
ethanol gradient (70, 80, 90 and 100 °GL) and then were critical point dried in CO:2
(BALCTED CPD 030 Critical Point Dryer), coated with gold (BALTEC SDC 050 Sputter
Coater) and observed under a Shimadzu SS-550 scanning electron microscope.

8. Histological evaluation of cervicovaginal mucosa after hydrogel application

Female BALB/c mice (8-12 weeks old) were treated with [B-estradiol (5
mg/mL) before the assay. To assess the formulation toxicity, COF1 1.0% (20 pL) were
applied once at cervicovaginal mucosa. Mice treated with PBS and BF1 were used as negative
control to evaluate the organ normal architecture. After 24 hours of single-dose gel
application, mice were euthanized and the cervicovaginal mucosa was surgically excised
(FERNANDEZ-ROMERO et al., 2011). The tissues were fixed in Bouin’s solution and
embedded in paraffin before preparing tissue sections of 6 um. The sections were stained
using hematoxylin and eosin (H&E) and morphological analysis was performed. The study
protocol was approved by the Ethics Committee of Universidade Estadual de Londrina
(Document 127/2017-CEUA/UEL).

9. Statistical analysis

Data were analyzed using the software GRAPHPAD Prism version 6.0
(GRAPHPAD Software, San Diego, CA). Kruskal-Wallis and Dunn’s’ multiple comparison
post hoc test were utilized to analyze MIC and MBC values, and time-kill curve data.

Results
1. Copaiba oil exhibits bactericidal activity against GBS

Copaiba oil inhibits planktonic GBS cells growth of all tested isolates,
including erythromycin and clindamycin resistant strains exhibiting different mechanisms of
resistance. The MIC obtained for copaiba oil are shown on Table 2. MIC values were 0.03
and 0.06 mg/mL and MBC values were 0.06 and 0.12 mg/mL (2x MIC for most isolates),
showing bactericidal activity for the tested isolates. There was no significant difference

between MIC and MBC values (p > 0.05), therefore reference strain S. agalactiae ATCC
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13813 and clinical strains GBS 66 and GBS 121 was selected to evaluate the copaiba oil time-
Kill Kinetics.

Table 2 - Streptococcus agalactiae susceptibility profile and antibacterial and activity of

copaiba oil.
Susceptibility . .
GBS isolate Resistance ~ Capsular profile Copaiba oil
genes! type DA £ MIC P MBC ¢
(mg/mL)  (mg/mL)
S. agalactiae
ATCC 13813 - I S S 0.03 0.06
GBS 1 - \% S S 0.03 0.06
GBS 2 - la S S 0.06 0.12
GBS 37 - la S S 0.06 0.12
GBS 46 mef A/E la S R 0.03 0.12
GBS 65 ermA \% R R 0.03 0.06
GBS 66 ermB Il R R 0.06 0.06
GBS 84 - \% S S 0.06 0.06
GBS 89 - la S S 0.06 0.06
GBS 121 mef A/E la S R 0.06 0.06

'Genotypic and phenotypic characterization of GBS isolates and erythromycin and clindamycin
susceptibility profile previously described (Otaguiri et al, 2013). DA: clindamycin; E: erythromycin;

MIC: minimum inhibitory concentration; MBC: minimum bactericidal concentration.

Planktonic cells of reference strain and selected clinical isolates were grown in the presence
of copaiba oil MIC and MBC and the CFU counts were determined at specified time points
(Figure 1). Copaiba oil MIC for S. agalactiae ATCC 13813 (0.03 mg/mL) was capable to
reduce 2 logio after 24 hours of treatment (Figure 1A) and, after 8 hours at copaiba oil MBC
(0.06 mg/mL), no viable cells were detected for reference strain (Figure 1A). The CFU counts
of GBS 66 and 121 were zero after 12 hours of treatment with copaiba oleoresin MBC (0.06
mg/mL).
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Figure 1 - Time-kill curve of GBS in presence of copaiba oil at MIC and MBC. S. agalactiae
ATCC 13813 (A), erythromycin and clindamycin-resistant GBS 66 (B) and erythromycin-
resistant GBS 121 (C) were incubated with copaiba oil at MIC (0.03 or 0.06 mg/mL) and
MBC (0.06 mg/mL) for 24 h at 37 °C and the CFU counts were determined at specified time

points.
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2. Copaiba oil formulation has antibacterial activity against GBS

In this study, three different polymers forming were used to develop copaiba
oil formulations which were added with 0.5% (w/w) and 1.0% (w/w) of copaiba oil. However,
among the formulations, only COF1 1.0% preserved the bactericidal activity, inhibiting
planktonic GBS cells growth. Then, this formulation was chosen for further assays.

Figure 2 illustrates the antibacterial test of COF1 1.0%. This hydrogel was able
to inhibit the growth of all isolates, represented in Figure 2 by S. agalactiae ATCC 13813
(Figure 2G), GBS 66 (Figure 2H) and GBS 121 (Figure 21). Formulation based on carbomer
without copaiba oil caused a modest inhibition of GBS growth (Figure 2D-F), presenting

fewer characteristic colonies compared to the untreated cells control (Figure 2A-C).
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Figure 2 - Antibacterial activity of copaiba oil formulation against GBS. S. agalactiae ATCC
13813 (A, D, and G), erythromycin and clindamycin-resistant GBS 66 (B, E, and H) and
erythromycin-resistant GBS 121 (C, F, and I) were incubated with BF1 (D - F) and COF1

1.0% (G - 1). Planktonic cells without treatment were used as growth control (A — C).

Planktonic cells of reference strain and two clinical isolates (GBS 66 and GBS
121) were incubated with BF1 and COF1 1.0% to assess the time-kill kinetics (Figure 3). BF1
decreased 2 logio after 24 hours of treatment for all isolates. No viable cells were detected for
reference strain (Figure 3A) and GBS 121 (Figure 3C) after 8 hours at copaiba oil formulation
presence. A faster effect was observed for GBS 66, which the CFU count was zero after 4
hours (Figure 3C).
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Figure 3 - Time-kill curve of GBS in presence of BF1 and COF1 1.0%. S. agalactiae ATCC
13813 (A), erythromycin and clindamycin-resistant GBS 66 (B) and erythromycin-resistant
GBS 121 (C) were incubated with BF1 and COF1 1.0% for 24 h at 37 °C and the CFU counts

were determined at specified time points.
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Analysis by SEM of reference strain planktonic cells demonstrated regular
morphology, smooth surface, and chain arrangement (Figure 4A) and identical results were
observed for planktonic cells treated with BF1 (Figure 4B). In presence of copaiba oil 1.0%
for 24 hours, cell wall appeared to be lysed, due to abnormal material on cell surface (Figure
4C). Lysis of cell wall and interruption of cellular division were noticed after treatment with
COF1 1.0% (Figure 4D).
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Figure 4 - Effect of copaiba oil and COF1 1.0% on planktonic cells of Streptococcus
agalactiae ATCC 13813 after 24 hours of treatment observed by scanning electron
microscopy. (A) Untreated cells and (B) BF1 treated cells presented regular characteristics.
(C) Copaiba oil and (D) COF1 1.0% treated cells appeared to be lysed with amorphous

material on cell surface (white arrow). Bar: 5 and 10 pm.

3. Physical-chemical characteristic of COF1 1.0% and BF1.

After centrifugation, COF 1.0% did not show phase separation, or any
instability sign. Copaiba oil hydrogel was homogeneous and showed a slight turbidity, due to
oil presence, and BF1 kept its transparent characteristic. The pH of 5.48 and 5.75 and density
of 1.0366 g/mL and 1.0658 g/mL were detected for BF1 and COF1 1.0%, respectively. These
data indicate that the COF1 1.0% pH is suitable for skin application, presenting a density-like
water, due to its high-water content. Rheological analysis showed a non-Newtonian behavior
of COF1 1.0%, which shows a decreasing on viscosity while shear rates are higher (Figure
5A). The equations followed the power law model with n < 1 (o = k*y"), indicating further
that COF1 1.0% showed pseudoplastic profile (Figure 5B), suggesting improved retention on

vaginal mucosa.
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Figure 5 — Rheological analysis of COF1 1.0%. (A) Viscosity versus shear rate of COF1
1.0%. (B) COF1 1.0% rheogram.
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4. Cytotoxicity of COF1 1.0% and BF1 for mice cervicovaginal mucosa

Furthermore, we performed the histological analysis cervicovaginal of mucosa
of mice treated with COF1 1.0% (w/w) to establish the in vivo cytotoxicity. After 24 hours of
gel application, cervicovaginal mucosa was surgically excised, fixed, and embedded in
paraffin. Tissue sections were staining with H&E for morphological analysis. The finding
demonstrates no damage for vaginal epithelium with absence of inflammatory infiltrate after
24 hours of copaiba oil formulation application for group treated with BF1 (Figure 6B) and
COF1 1.0% (Figure 6C) in comparison to the untreated control group (Figure 6A). The
epithelial layers were complete with keratin deposition, normal architecture and thickness,

and the lamina propria was intact.

Figure 6 — Histological analysis of mice cervicovaginal mucosa treated with copaiba oil
hydrogel. Eight-week-old BALB/c mice treated with PBS (A), FB1 (B) and COF1 1.0% (C)
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Discussion

The increasing number of studies describing GBS isolates resistant to
antimicrobials used in IAP shows the need to develop new alternatives for prophylaxis of
GBS infections. Products and molecules derived from plants have been extensively studied to
find new molecules with antimicrobial activity. Then, in attempt to develop a new product as
an alternative to overcome the increase of resistant isolates, this study designs a copaiba oil
topical formulation utilizing carbomer as forming polymer with antimicrobial activity against
GBS.

Among more than twenty Copaifera species, Copaifera officinalis is one of the
most abundant species and its anti-inflammatory and antioxidant activities have been
described (BAYLAC, RACINE, 2003; DE LIMA SILVA, 2015). In addition, some studies
reported antimicrobial activity of copaiba oil from C. officinalis against a wide spectrum of
Gram positive bacterium. Santos et al. (2008) showed the oleoresin from C. officinalis has
bactericidal activity against Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus faecalis with MIC
values ranged from 31.25 pg/mL to 125 pg/mL and MBC values ranged from 31.25 pg/mL to
250 pg/mL. Guimaraes et al. (2016) also showed the antibacterial activity against S. aureus
with lowest MIC and MBC values of 31.25 pg/mL. The oleoresin from C. officinalis was able
to inhibit Streptococcus mutans growth, showing bacteriostatic activity (PIERI et al., 2012).

This study demonstrates a time-dependent copaiba oil activity against
planktonic cells of GBS, regardless the resistance mechanism, and a bactericidal activity. No
viable cells were detected after 12 hours of treatment with copaiba oil, which is a decreased
time compared to the treatment with copaiba oil from C. multijuga (OTAGUIRI et al 2017).

The mechanism of action of copaiba oil has not been completely elucidated and
may be due to interactions between its chemical components. This study shows morphological
alterations induced by copaiba oil on GBS planktonic cells. Cell wall lysis, leakage of
cytoplasmic compounds and cellular volume decrease were observed by SEM after 24 hours
of treatment with copaiba oil and COF1 1.0% (w/w). Treatment with BF1 did not cause
morphological changes on GBS cells. Only three studies investigated the copaiba oil
mechanism of action. Herein, identical alterations observed also occurred for S. aureus and
GBS treated with copaiba oil from C. martii and C. multijuga, respectively (SANTOS et al,
2008; OTAGUIRI et al., 2017). Moreover, copaiba oil from C. duckei caused material loss
and thickening of Bacillus cereus cell wall (SANTOS et al., 2013). These findings can

suggest the bacterial cell wall as a target for copaiba oil activity.
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After determination of copaiba oil antimicrobial activity, nine different
hydrogels enriched with copaiba oil were formulated. However, only carbomer preserved the
bactericidal activity of copaiba oil. Acrylic acid polymer (Carbopol 940®) has anionic
characteristic due to the presence of hydroxyl and carboxyl groups and mucoadhesive
properties. In fact, this polymer is recommended for bioadhesion purpose because it can form
hydrogen bond to penetrate the mucus layer (GAFITANU et al, 2016). Polymeric excipients
incorporated into formulations contribute for mucoadhesion because it improves the contact
between formulation and vaginal surface and extends the drug residence time
(BODDUPALLI et al., 2010). Carbomer based hydrogel demonstrated the best mucoadhesive
properties due to many hydrogen bond and Van der Waals forces with the vaginal
environment (BERRETTA et al., 2013).

The pH of COF1 1.0% (w/w) was 5.75, slightly higher than the vaginal pH (3.5
~ 4.5) which may result from the polymer characteristic. Despite this, Carbopol has been used
as a forming polymer in vaginal hydrogels without toxicity in vivo and it is the choice for
bioadhesive applications (BERRETTA et al.,, 2013; NAZAR et al., 2012). In general,
antimicrobial products for vaginal application are applied in occasional periods. Therefore, it
may be admissible values out of physiological vaginal pH range (MACHADO et al., 2017).

Copaiba oil hydrogel showed non-Newtonian pseudoplastic behavior which is
associated with better spreadability on biological surfaces. Rheological analysis is important
to develop semisolid formulations and can provide information about spreading and retention
properties when the hydrogel is introduced in the vaginal canal. Spreadability and retention
are needed characteristics for successful clinical results of vaginal semisolid preparations.
Rheological behavior depends on the type of gelling agent and acrylic acid polymer gels were
described as easier to spread at vaginal mucosa (DAS NEVES et al., 2009).

Usually, antimicrobial agents alone are unstable molecules and are impaired
for environmental factors. Physically integrated antimicrobials on biocompatible polymers is
an attempt to overcome these adverse circumstances (GONZALEZ-HENRIQUEZ;
SARABIA-VALLEJOS; RODRIGUEZ-HERNANDEZ, 2017). Then, some studies have been
suggesting new hydrogel formulations with incorporated natural and synthetic antimicrobials.
El-Kased et al (2017) developed a Carbopol®-based hydrogel enriched with honey, but with a
limited antimicrobial activity against wound infections bacteria. A vaginal gel supplemented
with organic sucrose octasulfate silver salt with antimicrobial objective was developed by
Marianelli et al. (2014), using Carbopol® as gel-forming polymer.
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We showed that copaiba oil hydrogel based on carbomer 940® did not disturb
the vaginal mucosa architecture, indicating safety for in vivo model. A similar result, with no
inflammation and characteristic cervicovaginal mucosa architecture, were found for a propolis
Carbopol® based hydrogel with antifungical properties against C. albicans on a vaginal
candidiasis in vivo model (BERRETTA et al., 2013). These facts demonstrate that hydrogel is
an alternative for vaginal drug delivery and copaiba oil formulation appears to be a future
option for GBS prophylaxis. However, a limitation of this study the antibacterial activity of
copaiba oleoresin hydrogel on a vaginal colonization in vivo model was not evaluated here.
Then, further studies are needed to ensure the safety and biological activity of copaiba oil
hydrogel in vivo.

Conclusions

We showed that the copaiba oleoresin from C. officinalis has bactericidal
activity against Streptococcus agalactiae, leading to cell wall lysis and leakage of cytoplasmic
content. The copaiba oleoresin hydrogel with carbomer (COF1 1.0%) presented skin suitable
pH and non-Newtonian pseudoplastic profile, preserved copaiba oleoresin antimicrobial
activity and did not cause any damage for mice cervicovaginal mucosa. The results presented
here showed a future alternative for colonized pregnant women to prevent GBS transmission
to the newborns. However, additional studies are needed to determine hydrogel antibacterial

activity against GBS in vivo and evaluate the formulation safety.
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6 CONCLUSAO

Este estudo reportou que a taxa de prevaléncia de EGB entre as gestantes
atendidas no HUL entre 2014-2016 foi de 18,2%, sendo 20,6% dos isolados resistentes aos
antimicrobianos utilizados para tratamento e profilaxia das infeccdes por EGB. Esses
resultados reafirmam a necessidade da continuidade da vigilancia da colonizacdo por EGB
para gestantes, contribuindo com a prevencao das doengas neonatais.

Além disso, o 6leo de copaiba extraido de C. officinalis apresentou atividade
antibacteriana in vitro contra EGB. Entdo, desenvolveu-se a formulacdo de um hidrogel
contendo dleo de copaiba que foi capaz de manter essa propriedade do principio ativo. O
produto também apresentou caracteristica desejavel para aplicagdo vaginal, com perfil
pseudopléstico ndo-Newtoniano e auséncia de toxicidade para a mucosa cervicovaginal de

camundongos fémea.
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