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RESUMO

Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais € um sério problema clinico e
de saude publica, que desafia as decisbes terapéuticas. Portanto, sdo extremamente
necessarios a pesquisa e o desenvolvimento de novos antimicrobianos com potencial
para combater bactérias multirresistentes. Compostos derivados de plantas, animais ou
microrganismos, substancias em nanoescala e combina¢cdo de antimicrobianos tém sido
propostos como alternativas antimicrobianas. Estudos tém mostrado que o Oleo
essencial de orégano (OEO) e nanoparticulas (NPs) de prata apresentam potente acao
antimicrobiana; no entanto, as caracteristicas organolépticas marcantes deste Oleo e a
evolucdo de resisténcia a NPs de prata limitam suas aplicagbes. Com o objetivo de
minimizar os fatores de limitacdo j& descritos, esta pesquisa avaliou o efeito
antibacteriano do OEO combinado a NPs de prata produzidas por Fusarium oxysporum
(bio-AgNP)  contra bactérias Gram positivas e negativas, incluindo cepas
multirresistentes. OEO e bio-AgNP foram bactericidas para todas as cepas testadas, e
as faixas de concentracado inibitéria minima (CIM) foram de 0,298 — 1,193 mg/mL (0,03 —
0,12%, v/v) (OEO) e 62,5 — 250 puM (bio-AgNP). As curvas de crescimento e morte
bacterianas monstraram que o OEO elimina a populacdo em 0,17 h (10 min) e bio-AgNP
em 4 h para Gram negativa e 24 h para Gram positiva. A combinagdo dos dois
compostos resultou em efeito antibacteriano sinérgico e aditivo, reduzindo
significativamente os valores de CIM de ambos compostos em comparagdo aos
tratamentos com o0s antimicrobianos sozinhos. A interagcdo entre OEO e bio-AgNP
também apresentou tempo de acdo reduzido quando comparado ao uso de bio-AgNP
individualmente; sendo pelo menos 0,33 h (20 min) ou 7 h, para Gram negativa e
positiva respectivamente. A analise  da morfologia por microscopia eletrdnica de
varredura revelou que as células de Staphylococcus aureus que receberam o0s trés
tratamentos (OEO, bio-AgNP e combinagcdo de ambos) apresentaram alteragoes
morfolégicas similares caracterizadas como protusGes na superficie celular, e que nao
estavam presentes no controle bacteriano ndo tratado. Os tratamentos levaram a
reducdo da densidade celular bacteriana e reduziram a quantidade de matriz
exopolissacaridica comparada ao controle. Tanto o OEO como bio-AgNP apresentaram
baixa atividade hemolitica, especialmente nas CIMs. O ensaio de MTT indicou que o0s
dois agentes antimicrobianos afetaram células HEp-2. Este estudo descreve, pela
primeira vez, interagcdo sinérgica e aditiva entre OEO e bio-AgNP contra bactérias
multirresistentes, como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e cepas produtoras de
betalactamase de espectro extendido (ESBL) e carbapenemase como Escherichia coli e
Acinetobacter baumannii, respectivamente. Esses resultados indicam que esta
combinacdo pode ser uma estratégia alternativa para o controle de infecgcdes com pouca
ou nenhuma opcdo de tratamento, além de minimizar a selecdo de cepas resistentes e
ter potencial para ser aplicado em industrias e ambientes clinicos e/ou hospitalares.

Palavras-chave: Oleo essencial de orégano. Nanoparticulas de prata. Antibacterianos.
Sinergismo. Bactérias multirresistentes.



SCANDORIEIRO, Sara. Antibacterial synergistic and additive effect of oregano
essential oil combined with biologically produced silver nanoparticles. 2016.
104 p. Dissertation (Master's Degree in Microbiology) — Universidade Estadual de
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ABSTRACT

Bacterial resistance to conventional antibiotics is a clinical and public health problem
and have defied therapeutic decisions. Therefore, it is crucial the research and
development of new drugs for controling emergence of antibiotic-resistant strains
and for kiling such microorganisms. Compounds derived from plants, animals or
microorganisms, nanodrugs and antimicrobial combination have been proposed as
alternative antimicrobials. Studies have shown that oregano essential oil and silver
nanoparticles have potent antimicrobial action; however, the stronger organoleptic
characteristics of the oil and the development of resistance to these metal
nanoparticles limit their applications. This research evaluated the antibacterial effect
of oregano essential oil (OEO) combined with silver nanoparticles produced by
Fusarium oxysporum (bio-AgNP), against Gram positive and negative bacteria,
including multidrug-resistant strains. OEO and bio-AgNP showed bactericidal effect
against all tested strain, with minimum inhibitory concentration (MIC) ranged from
0.298 to 1.193 mg/mL (0.03 — 0.12%, viv) (OEO) and from 62.5 to 250 pM (bio-
AgNP). Time-kill curves showed that oregano oil eliminated bacterial population at
0.17 h (10 min) of treatment and bio-AgNP at 4 h and 24 h for Gram negative and
Gram positive respectively. The combination of both compounds resulted in
synergistic or additive, significantly reducing the MIC values of them when compared
to antimicrobials used alone; besides reduced time of action compared to bio-AgNP
individually, 7 h for Gram positive and 0.33 h (20 min) for Gram negative. Analysis by
scanning electron microscopy revealed that Staphylococcus aureus cells exposed to
three different treatments (OEO, bio-AgNP and combination of both) had similar
morphological changes which appear as protrusions on the cell surfaces and were
not present on untreated bacterial control. Individual and combination treatments led
to reduction of bacterial cell density and decreased exopolysaccharides matrix
compared to the control. OEO and bio-AgNP showed low hemolytic activity,
especially at MIC values. MTT assay indicated that the two antimicrobial agents
affect HEp-2 cells. This study describes for the first time the synergistic and additive
interactions between OEO and bio-AgNP against multidrug-resistant bacteria, as
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains and extended spectrum
betalactamases (ESBL) and carbapenemases-producing Escherichia coli and
Acinetobacter baumannii, respectively. These results indicate that this combination
can be an alternative strategy in infection control with few or no treatment option,
minimizing selection of resistant strains, and has potential for application in industrial
and clinical or hospital environments.

Key words: Oregano essential oil. Silver nanoparticles. Antibacterial. Synergism.
Multidrug-resistant bacteria.
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1 INTRODUCAO

A disseminacdo de microrganismos patogénicos resistentes aos
antimicrobianos convencionais € um problema hospitalar, comunitario e ambiental.
Infeccbes causadas por bactérias produtoras de betalactamases de espectro
estendido (ESBL) e carbapenemases, ou ainda por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) tém sido motivo de preocupacao.

O uso inadequado de antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria (especialmente na producdo animal), e a despreocupacdo com descarte
de efluentes (inclusive de hospitais) tém contribuido expressivamente para a selecao
de cepas bacterianas multirresistentes. Dificuldade no controle de infec¢des
bacterianas repercutem em altos custos com tratamento, falhas terapéuticas e
Obitos; diante disso sdo cruciais a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos
antimicrobianos com potencial para combater infeccbes causadas por cepas
resistentes. As alternativas terapéuticas incluem antimicrobianos de origem natural,
como mel, propolis e especiarias; ainda substancias metalicas como compostos a
base de prata e combinacdes de antimicrobianos.

Um dos focos de pesquisa sdo as plantas medicinais, pois essas
possuem uma seérie de compostos que podem ser aproveitados pela industria
farmacéutica. Estudos sobre o potencial antimicrobiano de especiarias mostram que
0 6leo essencial de orégano (OEQO) apresenta resultados relevantes na inibicdo de
bactérias responsaveis pela contaminacdo de alimentos e infecgcdes hospitalares,
como Salmonella spp., S. aureus, Escherichia coli e outras. Nanoparticulas (NPs)
também sdo opcdes atrativas como antimicrobiano, ja que possuem atividade
bactericida contra bactérias Gram negativas e Gram positivas, incluindo cepas
multirresistentes.

Apesar do potencial antibacteriano do OEO e de NPs de prata, os
dois compostos possuem caracteristicas que limitam sua aplicacdo; todavia a
combinacdo de ambos é uma estratégia para lidar com esses inconvenientes. O
OEO possui aroma e sabor marcantes; por outro lado, seu uso combinado a outro
antimicrobiano minimiza as caracteristicas organolépticas indesejaveis, pois na
associacao € possivel diminuir a concentracdo de cada composto. Tem sido relatada
a emergéncia de cepas bacterianas resistentes a NPs de prata; no entanto, quando

esse nanometal € combinado a outro composto antimicrobiano, a chance de selecéo
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dessas cepas resistentes a prata € reduzida.

Muitos estudos relatam sinergismo entre NPs de prata e outros
antibioticos, e entre OEO combinado a diferentes compostos. Nao ha dados na
literatura sobre a interacdo de 6leo de orégano e NPs de prata. Portanto, neste
estudo foi testado o efeito antimicrobiano dessa combinacao, utilizando bactérias de
interesse clinico como MRSA, E. coli produtora de ESBL, E. coli e Acinetobacter
baumannii resistentes a carbapenémicos, entre outras. A combinacdo pode ser Uil
na industria alimenticia (para conservar alimentos), no desenvolvimento de produtos
odontolégicos (como cimento dentario) e farmacéuticos (como curativos e pomadas),

e demais setores que necessitem de controle de crescimento microbiano.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana da combinacdo composta por 6leo
essencial de orégano (OEO) e nanoparticulas de prata biolégicas (bio-AgNP) frente
a cepas Gram positivas e Gram negativas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antibacteriana dos compostos isolados e combinados
frente a cepas bacterianas de referéncia e isolados bacterianos clinicos
multirresistentes.

e Determinar a concentracdo inibitdria minima de OEO e bio-AgNP
separadamente.

e Determinar a concentragdo bactericida minima de OEO e bio-AgNP
separadamente.

e Verificar a interagéo da atividade antibacteriana entre 0s dois compostos.

e Avaliar a dinamica de populacdes bacterianas em exposicdo aos compostos
separados e combinados.

e Verificar as alteracdes morfolégicas bacterianas provocadas pelos compostos
separados e combinados.

e Avaliar a toxicidade de OEO e bio-AgNP para eritrocitos humanos e células
HEp-2.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 RESISTENCIA A ANTIBACTERIANOS

O periodo de 1945 a 1955 foi importante para a medicina moderna,
pois antimicrobianos produzidos por fungos e bactérias, como penicilina,
estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina, marcaram a era antibiotica (CLARDY,;
FISCHBACH; CURRIE, 2009). A era dos antibiéticos € responsavel pelo aumento
na expectativa e qualidade de vida da populacdo, pois medicamentos efetivos no
controle microbiano passaram a ser desenvolvidos em escala industrial e com as
modificacdes necessarias para combater os mais variados microrganismos. Apesar
do amplo desenvolvimento de agentes antibacterianos, a emergéncia de bactérias
patogénicas multirresistentes estd diminuindo a vida Util desses medicamentos,
ameacando a volta da humanidade a era pré-antibidtica.

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
convencionais € um problema clinico e de salude publica, pois atinge desde
ambientes hopitalares até a comunidade e o meio ambiente. Os antimicrobianos
sdo importantes por controlar infeccbes e consequentemente promover aumento na
expectativa e qualidade de vida, porém o risco da resisténcia microbiana é relevante
jA que esses medicamentos causam uma pressao seletiva sobre os microrganismos.
A etiologia da resisténcia bacteriana é multifatorial, envolvendo fatores como a
selecdo natural de bactérias resistentes, a facil disseminacdo dessa resisténcia
entre 0s seres procariotos, mas condi¢cdes de higiene (pacientes, populacdo e
profissionais de saude), fluxo continuo de viajantes, demora no diagnostico de
infecgOes, prescricdo exagerada para profilaxia, uso de antimicrobianos na producéo
animal (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO PAULO,
2011).

Estima-se que nos Estados Unidos, a cada ano, pelo menos 2
milhdes de pessoas sao infectadas por bactérias resistentes a antibidticos, e pelo
menos 23 mil pessoas chegam a Obito devido a consequéncias diretas dessas
infeccoes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou em 2014 um relatério concluindo
que a resisténcia bacteriana € uma ameaca global a salde publica, uma analise de

114 paises sinalizou essa situacdo alarmante. A OMS enfatizou a emergéncia de
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Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos e MRSA no Brasil (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014). Estudos realizados pelas corporacbes RAND
Europe e KPMG estimaram os custos econdmicos globais e os indices de
mortalidade até 2050 se medidas ndo forem tomadas com relacdo a resisténcia
bacteriana; os dados mostram que nos proximos 35 anos, 300 milhdes de pessoas
vao morrer devido a infec¢des por cepas multirresistentes e o PIB mundial sera de 2
a 2,5% inferior ao que seria de outra maneira (O'NEILL, 2014).

Existem infecgcbes com pouca ou nenhuma opcao de tratamento. De
acordo com Magiorakos et al. (2011), os microrganismos sdo classificados em trés
categorias baseadas na resisténcia aos antimicrobianos: (1) microrganismos
resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR, multidrug-resistant) apresentam
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano de, no minimo, trés diferentes classes;
(2) microrganismos extensamente resistentes (XDR, extensively drug resistant)
apresentam resisténcia a todos antimicrobianos de todas classes, exceto duas
classes quaisquer; (3) microrganismos pan-resistentes (PDR, pandrug resistant)
possuem resisténcia a todos antimicrobianos de todas as classes disponiveis.

A dificuldade em controlar infeccbes bacterianas resulta em altos
custos com tratamento, falhas terapéuticas e morte (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2015).

A resisténcia pode ser natural ou adquirida. A natural é aquela
intrinseca da espécie, relacionada ao cromossomo. Ter conhecimento sobre a
resisténcia natural do microrganismo pode auxiliar na escolha dos antimicrobianos
para o tratamento empirico; Mycoplasma spp. por exemplo, possuem resisténcia aos
betalactamicos devido a auséncia de parede celular (BEBEAR; PEREYRE, 2005). A
resisténcia adquirida ndo € caracteristica da espécie, ela é preocupante porque pode
se disseminar amplamente pela transferéncia de elementos genéticos moéveis entre
0S microrganismos através de conjugacdo, transformacdo e transducdo (DEL FIO;
FILHO; GROPPO, 2000).

A resisténcia adquirida aos betalactdmicos ocorre com bastante
frequéncia, pois esses antibacterianos tém sido muito usados. Existem quatro
grupos de betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos) que séo resultado dos esforcos de pesquisas farmacéuticas para
aumentar o espectro de acdo de agentes antimicrobianos e combater a

disseminacdo de resisténcia. Os betalactamicos compartilham o mesmo mecanismo
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antibacteriano ja que possuem em comum O anel betalactamico, portanto, atuam
seletivamente na inibicdo da sintese de parede celular bacteriana (KASMAR,;
HOOPER, 2009).

A transpeptidacdo € uma etapa da sintese da parede celular que
consiste na ligacdo cruzada de duas cadeias peptidicas unidas a porcao glicana. Em
condicbes normais, as ligagbes cruzadas da parede sao catalizadas pelas
transpeptidases bacterianas; essas enzimas atacam o substrato D-Ala-D-Ala na
extremidade terminal de um pentapeptideo associado a uma cadeia de
peptideoglicano, um residuo D-alanina é deslocado e forma-se um intermediario
composto por transpeptidase-D-alanina-peptideoglicano que € entdo atacado pela
extremidade amino de um peptideo associado a uma cadeia adjacente de
peptideoglicano, finalmente a enzima transpeptidase € liberada e forma-se uma
ligacdo cruzada (KASMAR; HOOPER, 2009).

O anel betalalactdmico é um andlogo estrutural do dipeptideo D-Ala-
D-Ala (substrato das transpeptidases bacterianas); portanto esses antimicrobianos
acabam interferindo no processo de transpeptidacdo. Assim, as transpeptidases
acabam se ligando aos betalactamicos ao invés de se associarem ao substrato
natural (D-Ala-D-Ala), mas o antimicrobiano fica incapaz de ser clivado do restante
da molécula e consequentemente a extremidade amino do peptideo adjacente nédo
consegue fazer o necesséario ataque para realizar ligacdo cruzada (KASMAR;
HOOPER, 2009).

No entanto, a bactéria usa-se de estratégias para resistir a acao de
antibacterianos. Em Gram negativas € comum a presenca de enzimas que inativam
0os betalactamicos, sdo as conhecidas betalactamases, que por sua vez possuem
sitio ativo que ataca o anel betalactamico na mesma regido em que este € alvo das
transpeptidases; devido a essa semelhanca catalitica acredita-se que
betalactamases e transpeptidases divergiram de um ancestral comum (KONG,;
SCHNEPER; MATHEE, 2010). Uma hidroxila livre presente na enzima
betalactamase ataca o anel betalactamico, e como resultado de uma reagao de
hidrélise, ocorre formacdo de &cido peniciloico que é desprovido de atividade
antibacteriana (SILVA; LINCOPAN, 2012). Em Gram negativas esse mecanismo de
resisténcia € mais eficiente porque as enzimas ficam no espaco periplasmatico,
enquanto em Gram positivas as betalactamases sdo secretadas, portanto ndo ficam
concentradas (KASMAR; HOOPER, 2009).
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Entre os patégenos Gram negativos multirresistentes, merecem
destaque as bactérias produtoras de betalactamases de espectro extendido (ESBL)
e carbapenemases, sendo que a enzima K. pneumoniae carbapenemase (KPC) tem
causado grandes preocupacoes (CANTAS et al., 2013).

ESBL e KPC hidrolizam o anel betalactamico, inativando o
antimicrobiano (DRAWZ; BONOMO, 2010; QUEENAN; BUSH, 2007). A maioria da
resisténcia aos betalactamicos detectada em Gram negativas € devido a acédo de
ESBLs. Os carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) S&ao
antibacterianos de escolha para o controle de infec¢cdes causadas por bactérias
produtoras de betalactamases de amplo espectro (DHILLON; CLARK, 2012; SILVA;
LINCOPAN, 2012). No entanto, carbapenemases reduzem as opc¢les de tratamento
porque sao capazes de inativar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
inclusive carbapenémicos (QUEENAN; BUSH, 2007).

Normalmente as enzimas ESBL e KPC sao codificadas por genes
localizados em elementos genéticos moveis, que por sua vez também carregam
genes de resisténcia a outros antimicrobianos ndo betalactamicos (quinolonas,
tetraciclinas, cotrimoxazol, trimetoprima e aminoglicosideos), contribuindo para a
emergéncia de bactérias com resisténcia a mudltiplos antimicrobianos e para a
disseminagdo desse perfil de multirresisténcia entre diferentes cepas e géneros
(DHILLON; CLARK, 2012; PATEL; BONOMO, 2013; PITOUT, 2012; SHAIKH et al.,
2015; SILVA; LINCOPAN, 2012)

Em Gram positivas, 0 mecanismo de resisténcia mais comum aos
betalactamicos ocorre por mutacdo no gene da transpeptidase, ou seja, ocorre
alteracdo no sitio de acdo do antibacteriano (KASMAR; HOOPER, 2009). MRSA
possuem 0 gene mecA que codifica transpeptidases que apresentam baixa afinidade
pelos betalactamicos (RICE, 2012). O microrganismo expressa proteina de ligacéao a
penicilina (PBP) adicional e modificada; assim o antimicrobiano continua inibindo
acdo da PBP normal, no entanto a PBP2’ (com reduzida afinidade pelo
betalactamico) permite a sintese de parede e a sobrevivéncia da bactéria (MENDES,
2010; MENEGOTTO; PICOLLI, 2007). Além disso, algumas cepas de MRSA podem
carregar genes de resisténcia para outros antimicrobianos, reduzindo as opc¢des de
tratamento (TURLEJ; HRYNIEWICZ; EMPEL, 2011).

Bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos desafiam as

equipes de controle de infeccdo hospitalar, muitas vezes resultando em falhas
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terapéuticas e surtos hospitalares. Infeccbes urinarias, pneumonias, sepse,
bacteremias, meningites e outros processos infecciosos tém sido frequentemente
associados a cepas produtoras de ESBL, como por exemplo Escherichia coli, K.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp. e outras (LAGO;
FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010; PITOUT, 2012; SHAIKH et al., 2015; SILVA;
LINCOPAN, 2012). Ainda mais desafiadoras estdo as bactérias resistentes a
carbapenémicos como K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, Salmonella spp.,
Acinetobacter baumanni (DESHPANDE et al., 2006; JACOME et al, 2012;
MIRIAGOU et al., 2003; NAVON-VENEZIA et al., 2006; PATEL; BONOMO, 2013).
Bactérias resistentes a antimicrobianos tém sido encontradas em alimentos para
consumo humano, efluentes hospitalares tratados e rios urbanos, caracterizando um
problema de saude publica.

Cepas de Salmonella spp. produtoras de ESBL tém sido reportadas
em produtos avicolas, como frangos e ovos, no Paranid e Santa Catarina (SILVA;
LINCOPAN, 2012). Koga et al. (2015), analisando carcacas de frango para consumo
humano, reportaram que 65% portavam E. coli produtora de ESBL. Cepas de
Pseudomonas fluorescens produtoras de carbapenemases ja foram encontradas em
lulas comercializadas como alimento para humanos (RUBIN; EKANAYAKE;
CHAMPIKA, 2014). Além disso, cepas multirresistentes tém sido encontradas em
rios e efluentes. No estado do Rio de Janeiro, cepa de Klebsiella spp. produtora de
ESBL foi encontrada em efluentes de hospitais ja tratados (PRADO et al., 2008). P.
aeruginosa multirresistente foi isolada de amostras de agua do Rio Tieté (FONTES
et al., 2011). E. coli produtora de ESBL foi isolada de aguas do rio Thames em
Londres (DHANUJI et al., 2011).

Como visto, bactérias multirresistentes ja foram isoladas de
diferentes locais, diante disso € extremamente necessario pesquisar e desenvolver
novas estratégias antimicrobianas que visem (1) combater infeccbes que possuem
pouca ou nenhuma opcéo de tratamento, (2) minimizar a selecéo de resisténcia e (3)
diminuir o uso de antimicrobianos convencionais na clinica veterinaria e na produgéo
animal, especialmente para preservar opcdes terapéuticas aos seres humanos. Para
combater a resisténcia bacteriana, as pesquisas estao voltadas para compostos de

origem natural, nanotecnologia ou até combinacdes de antimicrobianos.
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3.2 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

O uso de produtos naturais para aliviar doencas, especialmente
doencas infecciosas, acontece desde as civilizagbes antigas, tais como egipcios,
chineses, gregos e romanos que empregavam mel no tratamento de feridas
(ZUMLA; LULAT, 1989). Os egipcios e outros povos de civilizagbes antigas
pressionavam pao bolorento contra feridas para tratar e prevenir infec¢des (SIPOS
et al., 2004). Apesar do uso de remédios encontrados na natureza, ao longo da
histéria a humanidade foi vitima de muitas doencas infecciosas que frequentemente
causavam sequelas e mortes.

Atualmente as pesquisas, que lidam com o problema da resisténcia
bacteriana, estdo voltadas para compostos originarios de fontes naturais como
animais, microrganismos e plantas. Entre janeiro de 1981 e dezembro de 2010,
aproximadamente 35% dos antimicrobianos aprovados foram naturais ou derivados
de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Entre os compostos produzidos por animais, o0 mel se destaca,
possuindo atividade antimicrobiana bem documentada nas literaturas médicas mais
antigas do mundo, e atualmente tem sido reavaliado como alternativa para combater
patdgenos multirresistentes (MANDAL; MANDAL, 2011; NISHIO et al., 2014); além
do mel, a propolis também tem efeito contra agentes infecciosos (KUJUMGIEV et al.,
1999; STEPANOVIC et al., 2003). Além das abelhas, invertebrados marinhos como
tunicados, quelicerados, crustaceos e moluscos produzem  peptideos
antimicrobianos que sdo explorados na pesquisa de novos antibiéticos (OTERO-
GONZALEZ et al., 2010; TINCU; TAYLOR, 2004). A secrecdo presente na pele de
anfibios possui substancias que apresentam atividade antimicrobiana comprovada e
também sao estudadas para fim de desenvolvimento de novos agentes anti-
infecciosos (GOVENDER et al., 2012).

Outros grupos de pesquisadores se atentam para os antibioticos
produzidos por bactérias e fungos (ABBAS; SENTHILKUMAR; ARJUNAN, 2014;
CARDOZO et al., 2013; DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

Apesar da imensa diversidade de produtos naturais com atividade
contra microrganismos patogénicos, o estudo de compostos derivados de plantas
tem ganhado destaque na pesquisa de novos agentes antimicrobianos (COWAN,
1999).
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3.2.1 Antimicrobianos Derivados de Plantas

Desde os tempos antigos, produtos vegetais sao utilizados como
conservantes alimentares, intensificadores de sabor e principalmente na medicina
popular, sendo que até hoje os extratos de plantas sdo usados para fins profilaticos
e terapéuticos no controle de doencas (UPADHYAY et al., 2014).

A atividade antibacteriana de plantas é bastante relatada (Tabela
01) e diferentes componentes bioativos estdo sendo identificados, como é o caso do
eugenol encontrado no cravo-da-india, cinamaldeido abundante na canela, além de
carvacrol e timol presentes no orégano e tomilho (AYALA-NUNEZ et al., 2009;
BURT, 2004; CLEFF et al., 2008; NUNEZ; D’AQUINO, 2012; PRABUSEENIVASAN;
JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006; SANKAR et al., 2013; STOJKOVIC et al,
2013). Muitos desses compostos sdo metabodlitos secundarios produzidos como
resultado das interagbes entre plantas, microrganismos e animais (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009).

Compostos derivados de plantas dificultam a selecdo de bactérias
resistentes, provavelmente devido a presenca de mdltiplos componentes com acéo
antibacteriana. Dentre estes estdo fenois e polifendis (flavonoides, quinonas,
taninos, coumarinas), alcaloides, terpenoides, lectinas e polipeptideos (UPADHYAY
et al., 2014).

Embora os mecanismos antibacterianos de produtos derivados de
plantas ndo sejam totalmente esclarecidos, varios mecanismos potenciais tém sido
relatados; como rompimento da membrana celular bacteriana, aumento da
suscetibilidade a antibidticos convencionais em bactérias resistentes aos mesmos,
atenuacdo da viruléncia bacteriana, como acéo antibiofilme, inibicdo na producéo de

capsula bacteriana ou reducéo na sintese de toxinas (UPADHYAY et al., 2014).

3.2.2 Oleos Essenciais de Plantas

Dentre os produtos derivados de plantas com atividade
antimicrobiana estdo os O6leos essenciais de especiarias como orégano, cravo,
canela, hortela, manjericdo, alecrim, gengibre, tomilho e outros (NAZZARO et al,,
2013; TRAJANO et al., 2009). Além das especiarias, ha outras plantas que possuem
Oleos com acdo antibidtica, como lavanda, rosas, geranios e laranja (NAZZARO et
al., 2013).



Tabela 01 — Exemplos de plantas com atividade antimicrobiana
(continua)

Nome comum da planta Nome cientifico da planta Microrganismos & ° Referéncias

Acafrdo-da-terra Curcuma domestica Bacteria Pandey et al. (2014)
Alecrim Rosmarinus officinalis Geral Cowan (1999)
Alfafa Medicago sativa Gram-positiva Cowan (1999)
Alho Allium sativum Geral Cowan (1999)
Arnica Arnica montana Geral Cowan (1999)
Arruda Ruta graveolens Bacteria, Fungi Pavlovi¢ et al. (2014)

Batata-inglesa
Bérberis
Bico-de-papagaio

Camomila

Camomila-romana
Canela

Canela-do-ceildo

Solanum tuberosum

Berberis vulgaris

Euphorbia pulcherrima

Matricaria chamomilla

Anthemis nobilis

Cinnamomum zeylanicum

Cinnamomum verum

Bacteria, Fungi
Bacteria, Protozoa
Geral

Bacteria, MTB,
Helmintos,Virus

Candida albicans
Bacteria

Geral

Cowan (1999)
Cowan (1999)
Cowan (1999)

Cowan (1999)

Duarte et al. (2005)
Pandey et al. (2014)

Cowan (1999)
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(continuacao)

Nome comum da planta

Nome cientifico da planta

Microrganismos ®°

Referéncias

Céanhamo

Capim-limao

Cebola
Chapéu-de-napoledo

Cha-verde

Citronela
Coca
Coentro

Cravo-da-india

Dente-de-ledo

Dormideira

Cannabis sativa

Cymbopogon citratus

Allium cepa
Thevetia peruviana

Camellia sinensis

Cymbopogon winterianus
Erythroxylum coca
Coriandrum sativum

Syzygium aromaticum

Taraxacum officinale

Papaver somniferum

Bacteria,Virus

Bacteria, Fungi

Bacteria, Candida
Plasmodium

Bacteria, Virus

C. albicans
Bacteria
Bacteria, Fungi

Geral

Fungi

Geral

Cowan (1999)
Almeida et al. (2013),
Moore-Neibel etal. (2011),
Vazirian et al. (2013)
Cowan (1999)
Cowan (1999)

Cowan (1999), Omolo et al.
(2014)

Duarte et al. (2005)
Cowan (1999)
Cowan (1999)

Cowan (1999), Pandey et
al. (2014)

Cowan (1999)

Cowan (1999)
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(continuacao)

Nome comum da planta

Nome cientifico da planta

Microrganismos ®°

Referéncias

Equinicea
Erva-cidreira-falsa
Erva-de-sdo-jodo

Eucalipto

Falso-barbatimao

Gengibre
Guaco
Hena

Hortela-doce

Hortela-pimenta

Horteld-verde

Echinaceae angustifolia

Lippia alba

Hypericum perforatum

Eucalyptus globulus

Cassia leptophylla

Zingiber officinale
Mikania glomerata
Lawsonia inermis

Mentha arvensis

Mentha piperita

Mentha spicata

Geral
C. albicans
Geral
Bacteria, virus

B. subtilis, Pseudomonas
aeruginosa

Bacteria, Fungi
C. albicans
Staphylococcus aureus

Bacteria, Fungi

Geral

Bacteria, Fungi

Cowan (1999)
Duarte et al. (2005)
Cowan (1999)
Cowan (1999)

Daniel et al. (2014)

Mickiene etal. (2011)
Duarte et al. (2005)
Cowan (1999)

Duarte et al. (2005),
Mickiene et al. (2011)

Cowan (1999), Duarte et al.
(2005), Singh etal. (2011),
Zaidi e Dahiya (2015)

Zaidi e Dahiya (2015)




Tabela 01 — Exemplos de plantas com atividade antimicrobiana

30

(continuacao)

Nome comum da planta

Nome cientifico da planta

Microrganismos ®°

Referéncias

Ingé-feijao
Laranja-azeda
Lima

Limao

Lirio-de-escalada

Louro-do-mato

Lapulo
Maca
Mamao
Mamona

Manjericao

Inga marginata
Citrus aurantium
Citrus aurantifolia

Citrus limon

Gloriosa superba

Pimenta
pseudocaryophyllus

Humulus lupulus
Malus sylvestris
Carica papaya

Ricinus communis

Ocimum basilicum

Candida tropicalis
Bacteria
Bacteria

Bacteria

Geral

P. aeruginosa, Escherichia
coli, Fungi

Vibrio cholerae
Geral
Geral
Geral

Bacteria

Daniel et al. (2014)
Madhuri et al. (2014)
Oikeh et al. (2015)
Adham (2015), Dhanavade
et al. (2011), Oikeh et al.
(2015)

Cowan (1999)

Daniel et al. (2014)

Omolo etal. (2014)
Cowan (1999)
Cowan (1999)
Cowan (1999)

Cowan (1999)




Tabela 01 — Exemplos de plantas com atividade antimicrobiana

(continuacao)

Nome comum da planta

Nome cientifico da planta

Microrganismos ®°

Referéncias

Margarida
Mulungu-do-litoral
Noz-moscada
Oliveira
Palmarosa
Peiote (cacto)
Pimenta-da-guiné
Pimenta-da-Jamaica
Piment&o

Pimenta-preta

Priprioca
Sene

Tangerina

Calendula officinalis
Erythrina speciosa
Myristica fragrans

Olea europaea
Cymbopogon martinii
Lophophora williamsii

Aframomum melegueta
Pimenta dioica
Capsicum annuum

Piper nigrum

Cyperus articulatus
Cassia angustifolia

Citrus reticulata

Bacteria
P. aeruginosa, Fungi
Geral
Geral
C. albicans

Geral

Gram negativa
Geral

P. aeruginosa

Fungi, Bacteria

C. albicans
S. aureus

Bacteria

Cowan (1999)
Daniel et al. (2014)
Cowan (1999)
Cowan (1999)
Duarte et al. (2005)
Cowan (1999)
Doherty et al. (2010)
Cowan (1999)
Omolo etal. (2014)

Cowan (1999), Pandey et
al. (2014)

Duarte et al. (2005)
Cowan (1999)

Adham (2015)
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Tabela 01 — Exemplos de plantas com atividade antimicrobiana

(concluséo)
Nome comum da planta Nome cientifico da planta Microrganismos & ° Referéncias
Timbé-de-caiena Tephrosia toxicaria Bacillus subtilis Daniel et al. (2014)
Tomilho Thymus vulgaris Virus, Bacteria, Fungi Cowan (1999)
Toranja Citrus paradisi Bacteria, Fungi Adham (2015), Cowan (1999)
Wasabi Wasabia japonica Vibrio parahaemolyticus Omolo etal. (2014)

4 Exemplos de alguns microrganismos sensiveis ao efeito antimicrobiano da planta correspondente.

® “Geral” indica atividade contra multiplos tipos de microrganismos (Bacteria, Fungi e Protozoa), “Bacteria” indica atividade contra bactérias Gram positiva e
Gram negativas.

“MTB” significa Mycobacterium tuberculosis.
As referéncias incluem tanto artigo de revisdo como pesquisas originais.
Fonte: préprio autor (2016). O levantamento de dados foi realizado no periodo de 2014 a 2016.
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Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de
vegetais e desempenham um papel importante para as plantas, atraindos alguns
insetos que promovem dispersao de polens e sementes ou mantendo afastados os
predadores e outros animais indesejaveis (BAKKALI et al., 2008; NAZZARO et al.,
2013). Caracterizam-se por misturas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas e
odoriferas; em cuja composicdo inserem-se terpenoides, especialmente
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e outras moléculas
como acidos, fenois, ésteres, alcool, aldeidos, hidrocarbonetos alifaticos, éteres,
perdxidos e cetonas (NAZZARO et al., 2013; SIMOES et al., 2001).

Os terpenos possuem atividade antibacteriana moderada, e entre
esses compostos encontram-se o limoneno, a-pineno, B-pineno e outros; ja 0s
terpenoides (como carvacrol, timol e mentol) e fenilpropenos (como eugenol e
cinamaldeido) possuem oOtima acdo contra diversas bactérias (NAZZARO et al,
2013).

Considerando o0 representativo nimero de compostos quimicos
presentes nos Oleos essenciais, € bem provavel que a acdo antibacteriana ndo é
devida a um unico mecanismo, e sim devido a existéncia de muitos alvos celulares
(BURT, 2004; NAZZARO et al., 2013). A hidrofobicidade dos Oleos essenciais
permite que 0SS mesmos interajam com os lipideos de membrana celular,
perturbando sua estrutura e funcionamento (BURT, 2004; FALEIRO, 2011,
NAZZARO et al., 2013). E provavel que nem toda estrutura ou via celular bacteriana
seja alvo direto dos Oleos essenciais, pois algumas podem ser afetadas
indiretamente como consequéncia de outro mecanismo antibacteriano (Figura 01).

Os Oleos essenciais podem ser obtidos de flores, folhas, cascas,
rizomas e frutos, como a exemplo de dleos essenciais de rosas, eucalipto, canela,
gengibre e laranja, respectivamente (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Podem ser
obtidos por varios métodos, entre eles se destacam a prensagem do pericarpo de
frutos, a destilacdo por arraste a vapor, a hidrodestilacdo e o CO, supercritico
(BlzZO; HOVELL; REZENDE, 2009; SANTOS et al., 2004). Tais 6leos sédo utilizados
desde os tempos antigos, a exemplo da civilizacdo egipcia que 0s extraia por
infusdo de plantas aromaticas e utilizava-os para massagem, perfumes e
embalsamamentos (SIPOS et al., 2004).
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Figura 01 — Alvos e mecanismo de acdo de Oleos essenciais. Os 6leos essenciais podem
danificar a membrana citoplasmatica, afetando a sua permeabilidade e levando a perda de
constituintes celulares como ions e outros metabdlitos importantes para a viabilidade da bactéria;
além disso, podem afetar proteinas de membrana, causar deplecdo da forca préton-motora, danificar
a parede celular, coagular constituintes citoplasmaticos e inteferir na comunicacdo entre as células
bacterianas.

Fonte: adaptado de Burt (2004).

3.2.2.1 Oleo essencial de orégano (OEO)

O OEO é extraido principalmente das folhas de uma erva de origem
Mediterranea chamada Origanum vulgare, pertencente a familia Labiatae (CHUN et
al., 2005). Essa extracéo é realizada por métodos ecologicamente adequados, como
a hidrodestilacdo ou destilagcdo por arraste a vapor (Figura 02). Na destilacdo por
arraste a vapor, o 0leo essencial € vaporizado quando as folhas do orégano séo
submetidas a uma corrente de vapor de agua; apos condensacdo, a mistura de
vapores de 6leo e agua € separada pela diferenca de densidade. No entanto, na
técnica de extracao por destilacdo via arraste a vapor, o0 material vegetal ndo fica em
contato direto com a agua, e sim sobre um suporte perfurado por onde o vapor de
agua passa. Ja na hidrodestilacdo o material vegetal fica em contato direto com a
agua em ebulicdo (KOKETSU; GONCALVES, 1991).

Dentre os 6leos essenciais, 0 de orégano se destaca pela potente
atividade antibacteriana (BURT, 2004; BURT; REINDERS, 2003; CHAFTAR et al.,
2015; DIBROV et al., 2002; SOKOVIC et al., 2007). Sokovi¢ et al. (2007) avaliaram a

acdo de dez 6leos essenciais contra bactérias patogénicas humanas e verificaram
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Figura 02 — Técnica para extracdo de 6leo essencial de orégano. A destilacao por arraste a vapor
€ um dos métodos mais comuns para extragdo de Oleo essencial de folhas vegetais e necessita de
um aparato composto por cinco partes: (1) fonte geradora de vapor, (2) dorna (recipiente que
comporta a a4gua e o material vegetal), (3) condensador, (4) vaso separador e (5) coletor. Neste
método, o material vegetal (folhas de orégano) ndo fica em contato direto com a agua, porém ambos
ficam no interior de uma dorna. O material a ser destilado fica sobre uma placa perfurada no interior
da dorna, e esta é preenchida com agua até um nivel um pouco inferior ao da placa, de modo que a
agua é aquecida e o vapor Umido atravessa 0 material vegetal. O 6leo wolatilizado e o vapor de agua
vao para o condensador, onde serdo resfriados. A mistura condensada de agua e 6leo flui para o
vaso separador (ou decantador) que facilita a separacdo dos dois componentes pela diferenca de
densidade, o 6leo (menos denso que a agua) € coletado na parte superior do vaso separador e a
agua é recolhida na parte inferior.

Fonte: adaptado de Koketsu e Gongalves (1991).

que o OEO apresentou a melhor atividade antibacteriana, com baixa concentracao
inibitéria minima. Chaftar et al. (2015) testaram dezenove 6leos essenciais contra K.
pneumoniae, S. Typhimurium, E. coli, P. aeruginosa, Legionella pneumophila,
Bacillus megaterium, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus xylosus, e o 6leo
de orégano (Origanum vulgare) foi um dos mais potentes, apresentando
concentracao inibitéria minima dentro da faixa de 0,3 a 1,13 mg/mL (Tabela 02).

O OEO inibe o crescimento de bactérias importantes em
contaminacdo alimentar e infeccGes hospitalares. Barros et al. (2009) relataram a
interferéncia do 6leo de orégano no crescimento de isolados S. aureus de alimentos.
Betancourt et al. (2012) demonstraram a atividade de OEO contra S. Enteritidis
ATCC 13076, S. Typhimurium ATCC 14028 e E. coli ATCC 25922. Sl et al. (2008)
observaram cepas de E. coli produtoras de ESBL sensiveis ao 6leo de orégano. O
estudo de Fournomiti et al. (2015) mostrou que o OEO é eficiente, em uma
concentracdo aproximada de 0,2 mg/mL, contra E. coli resistente a carbapenémicos.

Saghi et al. (2015) relataram a eficiencia do OEO no combate a cepas de A.
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Tabela 02 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) de varios 6leos essenciais

) CIM (mg/mL)

Oleo essencial Gram negativa Gram positiva
Citrus sinensis (laranjeira) >0,80a > 4,00 > 4,00
Cymbopogon citratus (capim-limao) 0,40 a> 4,00 1,00 a 2,00
Eucalyptus globulus (eucalipto-comum) >0,90a>4,50 > 4,50
Mentha piperita (hortela-pimenta) >0,90a 4,50 2,25 a>4,50
Origanum vulgare (orégano) 0,12 a 0,30 1,13
Rosmarinus officinalis (alecrim) >0,90a>4,50 > 4,50
Ruta graveolens (arruda) <0,02a>4,00 0,50 a 2,00
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) 0,25a2,50 1,25 a>5,00

Fonte: Adaptado de Chaftar et al. (2015).

baumannii multirresistentes, inclusive resistente a imipenem e polimixina. O estudo
de Nostro et al. (2004) monstrou MRSA suscetivel ao OEO e seus componentes,
carvacrol e timol.

O carvacrol € um monoterpeno fendlico, isdbmero do timol (Figura
03), e ambos sdo compostos majoritarios do OEO. Entre 0os compostos minoritarios
estao: alcoois monoterpénicos (linalool, 4-terpineol), hidrocarbonetos
monoterpénicos (para-cimeno, terpinoleno, terpineno, pineno), sesquiterpenos (beta-
cariofileno, germacreno, espatulenol), mirceno, limoneno, acido rosmarinico e outros
(CLEFF et al., 2008). Esses componentes variam em diferentes 6leos, por exemplo,
o eugenol é a molécula mais abundante no 6leo essencial de cravo e o eucaliptol € o
composto majoritario do 6leo de eucalipto (SIMOES et al., 2001).

Os compostos fendlicos carvacrol e timol (Figura 03) sdo os
principais responsaveis pelas propriedades antimicrobianas do orégano, a
hidrofobicidade dessas moléculas indica que a membrana celular microbiana é o
principal alvo da acdo antibiotica desse O6leo essencial; ao modificarem essa
estrutura lipidica, aumenta-se sua permeabilidade de forma que haja
extravasamento de ions e outros constituintes celulares (BURT, 2004; NAZZARO et
al., 2013). Quando a membrana celular é afetada, € plausivel que haja

comprometimento da viabilidade bacteriana porque essa estrutura é responsavel por
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muitas fungbes em procariotos.

OH

OH

(A) (B)

Figura 03 — Estruturas quimicas dos terpenoides carvacrol (A) e timol (B). Sdo isébmeros
fendlicos caracterizados como componentes antimicrobianos majoritarios do 6leo essencial de
orégano.

Fonte: Bakkali et al. (2008).

Lambert et al. (2001) sugerem que o OEO danifica a integridade da
membrana citoplasmatica, afetando o equilbrio de pH e de ions intracelulares
(potassio e fosfato) em S. aureus. De Souza et al. (2010) mostraram que células de
S. aureus tratadas com OEO, na concentragdo inibitéria minima, apresentaram
perda de material celular e alteragdes morfolégicas identificadas como vesiculas na
superficie celular. Suzuki et al. (2015) observaram alteracdes morfolégicas
superficiais em células de S. epidermidis e Proteus vulgaris tratadas com OEO;
essas alteracbes se mostraram como regides superficiais afundadas em direcdo ao
citoplasma, sendo caracteristicas de células murchas que provavelmente perderam
seus constituintes. Caillet et al. (2009) estudaram células de S. aureus tratadas com
OEO e verificaram que houve reducdo da quantidade de ATP intracelular e aumento
de ATP extracelular; além disso o tratamento afetou a composicdo de
muropeptideos da parede. A microscopia eletrbnica de transmissdo confirmou o
dano a estrutura de peptideoglicano.

Os Oleos essenciais geralmente tém melhor atividade antibacteriana
do que a mistura de seus principais componentes; sugerindo que 0s componentes

minoritarios sdo importantes na atividade antimicrobiana (BASSOLE; JULIANI,
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2012). O OEO apresenta atividade antimicrobiana potencializada, provavelmente
devido a diversas interagfes sinérgicas, por exemplo: entre carvacrol e p-cimeno
(componente minoritario), ou entre carvacrol e timol (BASSOLE; JULIANI, 2012;
BURT, 2004; LAMBERT et al., 2001; PEI et al., 2009; RIVAS et al., 2010; ZHOU et
al., 2007). Além disso, a mistura de componentes existente em 0leos essenciais tem
potencial para minimizar a selecdo de cepas resistentes; pois a combinacdo pode
perturbar varias funcbes biolégicas ao mesmo tempo, desde que o0s agentes
antimicrobianos na associacdo tenham diferentes alvos celulares bacterianos
(BOLLENBACH, 2015).

Estudos anteriores mostraram que o OEO possui outras atividades
biolégicas além de antibacteriana (Tabela 03), tais como antifungica, antiviral,
antioxidante e anticancerigena (CERVATO et al., 2000; GAUTAM; MANTHA;
MITTAL, 2014; GILLING et al., 2014; KALEMBA; KUNICKA, 2003). Romero et al.
(2012) relataram que OEO é ativo contra os fungos fitopatogénicos Corynespora
cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani.
Manohar et al. (2001) reportam a atividade do OEO contra Candida albicans. O OEO
também possui atividade contra o virus Influenza e o norovirus (GILLING et al.,
2014; VIMALANATHAN et al., 2012).

3.3 NANOTECNOLOGIA

O marco histérico e cientifico da nanotecnologia ocorreu em 1959
em uma palestra ministrada por Richard Feynman do Instituto Americano de
Tecnologia; no entanto, o termo “nanotecnologia” ndo foi usado na ocasido, mas
falava-se da possibilidade de manipular a matéria na escala atdmica e molecular
(MARTINS; TRINDADE, 2012).

A nanotecnologia é a ciéncia que tem como objeto de estudo a
matéria em seu tamanho nanomeétrico. Os prefixos centi, mili, micro e nano séo
utilizados para especificar o fator pelo qual uma grandeza é multiplicada; e na escala
nano esse fator corresponde a 107° ou seja, um nanométro corresponde a
bilionésima parte de um metro, ou uma milionésima parte do milimetro (AGENCIA
BRASILEIRA DE DESENVOLVIMENTO INDUSTRIAL, 2011; GUAZZELLI, 2009).

Apenas reduzindo o tamanho de um material para a escala

nanométrica, sem alterar suas substancias quimicas, € possivel alterar suas



Tabela 03 — Estudos que abordam atividade antibacteriana de 6leo essencial de orégano, indicando a faixa de concentracdo

inibitéria minima (CIM) e as bactérias testadas

(continua)

CIM (mg/mL ou %)

Bactérias

Referéncias

0,240 @

0,460 -2,31°%

0,780 -3,12¢

*A,B,C
0,230-0,69°

0,300 -1,13%

0,120-05"

0,060°
*D
0,073 -0,2192

0,472-1,181°%

Escherichia coli, Salmonella Choleraesuis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes

Pseudomonas aeruginosa CR e ATCC, E. coli e S. aureus

Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, E. coli, Lactobacillus
acidophilus

E. coli

S. aureus, E. coli, Streptococcus mutans

Klebsiella pneumoniae, S. Typhimurium, E. coli, P. aeruginosa,
Bacillus megaterium, Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus xylosus

Acinetobacter baumannii, E. coli, Enterococcus faecalis, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, MRSA

S. aureus
E. coli, S. enterica, L. monocytogenes
E. coli, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca

P. aeruginosa, S. aureus

Alvarez et al. (2014)

Amrouni et al. (2014)

Betancourt et al. (2012)

Burt e Reinders (2003)
Busatta et al. (2007)

Chatftar et al. (2015)

Da Costa et al. (2009)

De Souza et al. (2009)
Du et al. (2009)
Fournomiti et al. (2015)

Lambert et al. (2001)
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Tabela 03 — Estudos que abordam atividade antibacteriana de 6leo essencial de orégano, indicando a faixa de concentracao
inibitéria minima (CIM) e as bactérias testadas

(concluséo)
CIM (mg/mL ou %) Bactérias Referéncias
*D S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli, Lopez et al. (2007)
P. aeruginosa, Y. enterocolitica, S. Choleraesuis
0,060 - 0,125° MRSA, MRSE Nostro et al. (2004)
0,010 - 0,03>°¢
0,030 — 0,06 "¢
5,800 - 46,32 Pseudomonas syringae Oliva et al. (2015)
0,300-0,6 % B. cereus, Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli, A. baumannii, Rosato et al. (2010)
Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica
0,200 -0,35% A. baumannii CR Saghi et al. (2015)
0,460 2 S. Enteritidis Santurio et al. (2007)
0,050 ° E. coliESBL Sietal. (2008)
*E S. Enteritidis Silva et al. (2010)
0,050 - 0,1 ° S. aureus, S. Typhimurium Stojkovié et al. (2013)

% concentracéo do 6leo de orégano em mg/mL; " concentracdo do dleo essencial de orégano em % (V).

° CIM do carvacrol; ° CIM do timol.

* Sem dados de CIM, pois foi usado outro método para determinar a atividade antibacteriana.

A: disco difusdo, B: curva de crescimento e morte, C: microscopia eletrdnica de varredura, D: difusdo de fase-vapor, E: poco-difuséo.
CR: resistente a carbapenémicos.

Fonte: préprio autor (2015). Levantamento de dados realizado no periodo de 2014 a 2016.
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propriedades, tais como condutividade elétrica, elasticidade, resisténcia,
cor,atividade antimicrobiana, entre outras (GUAZZELLI, 2009). As propriedades dos
materiais mudam a medida que seus tamanhos se aproximam da nanoescala, ou
seja, a medida que a porcentagem de atomos na superficie do material se torna
significante (RAI et al., 2012). Por exemplo, o carbono na forma de grafite € macio e
maleavel, mas quando diminuido & nanoescala torna-se mais resistente que o0 aco; o
aluminio em nanoescala ¢é altamente inflamavel, podendo pegar fogo
espontaneamente; jA& o ouro nanoparticulado funde em temperatura bem abaixo
(300°C) que placas de ouro (1064°C) (GUAZZELLI, 2009; GUNTER; CORAIN,
2003).

Tipicamente, a nanotecnologia trabalha com particulas cujo tamanho
encontra-se entre 1 e 100 nm (THE NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE,
2011), sendo essa faixa frequentemente utilizada para definir nanomateriais. No
entanto, essa definicdo estd sendo bastante questionada; pois pesquisas tém
mostrado que em tamanhos maiores, as propriedades caracteristicas do material em
nanoescala ainda podem ser mantidas; sendo assim, recomenda-se que estruturas
com até 300 nm também sejam consideradas nanomateriais (FRIENDS OF THE
EARTH AUSTRALIA, 2009; GUAZZELLI, 2009; SOIL ASSOCIATION, 2015).

O termo “nanoparticula (NP)’ é bastante amplo, e se refere a
agregados nanométricos de diferentes composicBes, como metalicas, lipidicas,
proteicas, entre outras. As NPs aplicadas em liberacdo controlada de farmacos se
referem a dois tipos de estruturas, nanoesferas e nanocapsulas. Nos sistemas
denominados de nanoesferas, o farmaco encontra-se disperso na matriz polimérica;
ja nanocapsulas sdo sistemas que contém o farmaco confinado a uma cavidade
delimitada por polimero (MOHANRAJ; CHEN, 2006). Ainda hd NPs que ndo
carregam farmacos, mas por si s6 sdo o principio ativo, como € o caso das NPs
metalicas que apresentam ac¢do antimicrobiana (HERMAN; HERMAN, 2014).

NPs podem ser produzidas por duas metodologias, (1) métodos “de
cima para baixo” (top-down) ou (2) métodos “de baixo para cima” (bottom-up). Top-
down é quando o material macroscopio é processado e dividido até atingir escala
nanomeétrica; bottom-up é producdo de NP a partir de blocos de constru¢do (atomos,
moléculas), unindo-os até atingirem agregados nanométricos (FARIA-TISCHER,;
TISCHER, 2012; GADE et al., 2010).

NPs estdo presentes em varios materiais do nosso cotidiano, sendo
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aplicadas em cosméticos, produtos médicos e farmacéuticas, entre outros, devido a
suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas Unicas. NPs de diéxido de titdneo
(TiO2) e de 6xido de zinco (ZnO) sdo amplamente usadas em cosméticos devido a
Otima capacidade de bloquear raios UVA e UVB (HERMAN; HERMAN, 2014).
Devido a seus efeitos antimicrobianos, NPs de prata e titAneo sado impregnadas em
varios materiais, como filtros de agua, téxteis, calcados, ar condicionado,
eletrodomésticos, produtos de higiene pessoal, eletrbnico, material hospitalar e
odontolégico (GUAZZELLI;, PEREZ, 2009; NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

3.3.1 Nanoparticulas Metalicas

H& séculos os humanos aproveitam as propriedades antimicrobianas
dos metais. Vasos de cobre e prata eram usados para desinfec¢cdo de agua e
preservacao de alimentos desde os tempos dos reis persas, porém essa pratica foi
adotada por fenicios, gregos, romanos e egipcios . Ha registro de tratados cirdrgicos
de milhares de anos que documentam o uso de sal de cobre como adstringente. A
prata tem importancia histérica na medicina, como o nitrato de prata na prevencao
de infec¢cbes oculares em recém-natos e as peliculas a base de prata na prevengao
de infec¢des de feridas (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

A acdo antimicrobiana de metais € devida principalmente ao
potencial de redugéo desses elementos, pois sdo capazes de participar de reagdes
de oxidorreducdo, ligando-se a moléculas microbianas doadoras de elétrons
(LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013). A prata € um dos metais de destaque com
relacdo a atividade antimicrobiana, principalmente por esse elemento possuir grande
tendéncia a reducéo (potencial de reducédo igual a 0,80 V) comparado a metais como
Cu (0,34 V), Fe (- 0,44 V) e Zn (-0,76 V) (SCOTT; YU, 2015).

NPs metélicas tém sido produzidas por diversos métodos, podendo
ser fisicos, quimicos ou biolégicos. Nos processos fisicos, diversas técnicas, tais
como evaporacgdo-condensacao, ablacdo por laser ou emprego de microondas
transformam metal “bulk” em metais nanoparticulados (EL-NOUR et al., 2010). No
método quimico ocorre reducdo de ions metalicos (provenientes de sais) a suas
respectivas NPs, para tanto nessa técnica empregam-se agentes redutores (como
borohidreto de sodio, citrato de sodio e outros) e estabilizadores (polimeros como
PVP, PEG, poliacrilamida, etc) (EL-NOUR et al., 2010; JIA; SCHUTH, 2011). Uma
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metodologia mais recente € a sintese de NPs metalicas através de metodos
biolégicos, nos quais peptideos, bactérias, fungos e plantas séo utilizados como
agentes redutores de sais metdlicos; essa abordagem é interessante porque
dispensa 0 uso de agentes redutores quimicos, sendo ecologicamente mais
adequada (DURAN et al., 2011).

3.3.1.1 Nanoparticulas de prata

A prata tem sido utilizada ha séculos para tratamento de feridas,
infecgBes oculares, preservagdo de alimento e agua (ALEXANDER, 2009); nos dias
de hoje ainda € empregada como nitrato de prata para tratar doencas oftalmicas
(CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2015) ou
sulfadiazina de prata para tratamento de feridas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). O
uso de nanoparticulas precede o inicio da nanotecnologia. NPs de prata sdo
utilizadas ha mais de 100 anos, tém sido registradas como um material biocida nos
Estados Unidos desde 1954, sendo principalmente aplicadas como algicidas,
aditivos antimicrobianos (para serem introduzidos em plasticos e téxteis) e
impregnados em filtros de agua (NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

No entanto, com a era da nanotecnologia, o uso da prata em

nanoescala foi amplamente difundido, principalmente devido a seus efeitos
antimicrobianos. NPs de prata estdo cada vez mais presente em itens do nosso
cotidiano como téxteis, eletrodomésticos, cosmeéticos, canecas, talheres e outros
utensilios domeésticos, brinquedos, desinfetantes, tintas, curativos, equipamentos
médicos e odontologicos, artigos eletrénicos, e muitos outros (GUAZZELLI, PEREZ,
2009; REIDY et al., 2013).
Estudos anteriores tém mostrado que NPs de prata possuem amplo espectro de
acdo antibacteriana, inclusive contra bactérias multirresistentes (Tabela 04);
podendo ser alternativas para combater infeccbes causadas por MRSA e MRSE
(ALZOHAIRY et al., 2015; CARDOZO et al,, 2013; RAl et al., 2012), K. pneumoniae,
E. coli e Citrobacter sp. produtores de ESBL (SUBASHINI; KHANNA; KANNABIRAN,
2014), Enterococcus spp. resistente a vancomicina (VRE), A. baumannii resistente a
carbapenémicos e polimixina, P. aeruginosa e Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenémicos (CAVASSIN et al., 2015).

A prata nanométrica possui grande area superficial, proporcionando
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Tabela 04 — Estudos sobre atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNP), indicando informacdes adicionais sobre as
nanoparticulas (sintese e tamanho), a faixa de concentrag&o inibitéria minima (CIM) e as bactérias testadas

(continua)
Bactéria AgNP (tamanho) CIM (ug/mL) Referéncia
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Sintese guimica com revestimento 20 — 80 (5 nm) Agnihotri etal. (2014)

Staphylococcus aureus

MRSA, MRSE

MRSA

MRSA, VRE, Acinetobacter
baumannii MDR,
Stenotrophomonas maltophilia
MDR, Pseudomonas aeruginosa
MDR, Enterobacteriaceae MDR

E. coli MDR e S. aureus MDR

de citrato, diversos tamanhos

Nanoparticulas comerciais de
marcas diferentes (@ ()

Sintese quimica, revestimentos de
citrato (40 nm) @, quitosana (25
nm) ® e PVA (10 nm) ©

Biossintese usando Ocimum
gratissimum (alfavaca) (18 nm)

20 — 100 (7 nm)
30— 100 (10 nm)
30 - 110 (15 nm)
40 — 120 (20 nm)
50 — 120 (30 nm)
80 — 160 (50 nm)
90 — 200 (63 nm)
90 a >200 (85 nm)
110 a >200 (100 nm)

11,25 - 45,00

900 (10 nm) @
4170 (30 -40 nm) @
1370 (100 nm) ©

16-135®
16 -135®
135a2=54©

Ansari et al. (2014)

Ayala-Nurez et al. (2009)

Cavassim et al. (2015)

Das et al. (2015)
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Tabela 04 — Estudos sobre atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNP), indicando informacdes adicionais sobre as
nanoparticulas (sintese e tamanho), a faixa de concentrac&o inibitéria minima (CIM) e as bactérias testadas

(continuacao)

Bactéria

AgNP (tamanho)

CIM (ug/mL)

Referéncia

E. coli, Salmonella Typhi, S.
aureus, Micrococcus luteus

E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter
sakazakii, S. Typhi, S. aureus,
Vibrio fluvialis MDR, M. luteus,

Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Bacillus
cereus

P. aeruginosa, S. Typhi, Klebsiella
aerogenes, Proteus vulgaris, B.
subtilis, S. aureus, Staphylococcus
epidermidis, E. coli
S. aureus, E. coli

P. aeruginosa MDR

Enterobacteriaceae ESBL e KPC

P. aeruginosa MDR

Biossintese utilizando Trichoderma
viride (5-40 nm)

Sintese quimica, revestimento de
citrato (25-40 nm)

Reducédo foto-assistida de ions
prata (7-20 nm)

Sintese guimica (20-30 nm)

Bissintese usando Fusarium
oxysporum (41,7 nm)

Biossintese usando a planta
Phyllanthus amarus (30 nm)

30-80

0,61 -6,12

6,25 -12,5

100
*A

*B

6,25-12,5

Fayaz et al. (2010)

Ghosh etal. (2013)

Jain et al. (2009)

Kim et al. (2011)
Palanisamy et al. (2014)

Picoli etal. (2013)

Singh et al. (2014)
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Tabela 04 — Estudos sobre atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNP), indicando informac8es adicionais sobre as
nanoparticulas (sintese e tamanho), a faixa de concentrac&o inibitéria minima (CIM) e as bactérias testadas

(concluséo)

Bactéria AgNP (tamanho) CIM (ug/mL) Referéncia
E. coli ESBL, Klebsiella Biossintese usando Streptomyces 14-4 Subashini et al. (2014)
pneumoniae ESBL, Citrobacter sp. (20-70 nm)
ESBL

¥ Revestimento de citrato, "’ Revestimento de quitosana, '~ Revestimento de PVA.

@. () 550 identificacdes para duas marcas diferentes de nanoparticulas de prata comercial.
MDR, Resisténcia a multiplos antimicrobianos.

ESBL, betalactamase de espectro estendido.

MRSA, Staphylococcus aureus resistente a meticilina

VRE, Enterococcus resistente & vancomicina.

-, Informagdes adicionais sobre as nanoparticulas nédo estdo disponiweis.

* CIM indisponivel porque foi utilizado outro método para determinar atividade antibacteriana.

A: inibicdo de biofilme, B: disco difuséo,
FONTE: proprio autor. O levantamento de dados foi realizado no periodo de 2014 a 2016.
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melhor contato com bactéria; pois o tamanho pequeno permite a existéncia de um
alto ndmero de atomos na superficie da NP, proporcionando oOtima eficiéncia
antibacteriana (HERMAN; HERMAN, 2014; NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011; RAI
et al.,, 2012).

Apesar da comprovada acao antibacteriana das NPs de prata, o
mecanismo de acdo ainda ndo é totalmente esclarecido. Uma linha de
pesquisadores sugere que a acdo antimicrobiana é devida aos ions de prata que sao
liberados pela oxidagdo do nanometal; Xiu et al. (2012) relataram que quando se
tira a possibilidade de oxidacdo, as NPs de prata ndo séo toxicas para as bactérias
porque ndo liberam ions metalicos. Por outro lado, outra vertente de estudo sugere
gue o mecanismo de acado envolve fatores intrinsecos das NPs, que vao além da
liberacao dos ions de prata (DESPAX etal., 2011).

Além disso, é provavel que as NPs de prata afetem microrganismos
devido a multiplos mecanismos de acdo (Figura 04). Estudos sugerem que as
mesmas danificam membranas celulares, afetam sua permeabilidade seletiva e o
funcionamento da cadeia respiratoria, danificam a parede, enzimas e proteinas
celulares, causam danos ao DNA, além de induzir a formacdo de radicais livres
(DIBROV et al., 2002; FENG et al., 2000; KIM et al., 2011; Ll et al., 2010; LOK et al.,
2006; REIDY et al., 2013). Kim et al. (2011) relataram que S. aureus e E. coli
expostos a NPs de pratas apresentaram grande perda de proteinas celulares,
inativacdo de lactato desidrogenase, formacdo de espécies reativas de oxigénio,
além de alteracdes morfolégicas (fragmentos irregulares na superficie celular) que
sugerem dano a membrana celular com consequente aumento de sua
permeabilidade e perda de contituintes citoplasmaticos. Utilizando analises
prote6bmicas e investigando os niveis de ATP celular, Lok et al. (2006) sugerem que
NPs de prata levam a dissipacdo da forca proton motora da bactéria, e
desestabilizam a membrana externa ao deixar a bactéria mais suscetivel & acédo
bacteriolitica de detergente.

H& uma variedade enorme de NPs, pois existem varios formatos
(esférico, triangular, tetraédrico), tipos de revestimentos (citrato de sédio, borohidreto
de sddio, diferentes polimeros, peptideos, etc), diferentes tamanhos (na faixa de 1 a
100 nm, ou até um pouco mais), diferentes formas de preparo (REIDY et al., 2013).

Nitrato de prata é frequentemente usado como um precursor na

sintese de NP de prata por métodos quimicos e biolégicos, mas para 0s primeiros
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utiizam-se agentes redutores quimicos e para os Ultimos sdo empregados agentes
redutores bioldgicos (DURAN et al., 2011).

oxidagéo de
proteinas

rompimento de
<« membrana e
parede celular

dano ao DNA

v Aq geracéo de
< espécies reativas
L v Q

de oxigénio

interrupgéo do
transporte de elétrons
e demais fungdes de
membrana

Figura 04 — Mecanismos de acdo de nanoparticulas de prata contra células microbianas.
Estudos sugerem que antimicrobianos a base de prata danificam membrana e suas diversas fungdes
em procariotos (transporte de substancias, permeabilidade seletiva, transporte de elétrons e geracéo
de energia), afetam o DNA bacteriano, oxidam proteinas e enzimas, além de contribuirem para a
geracdo de espécies reativas de oxigénio nas células bacterianas.

Fonte: adaptado de Li et al. (2008)

As bactérias sdo de grande interesse para a producdo de
nanometais devido a facilidade de manipulacdo genética desses microrganismos.
Entre as espécies ja utilizadas para esse fim estdo Aeromonas sp., Bacillus subtilis,
Corynebacterium sp., E. coli, K. pneumoniae, Lactobacillus, e muitas outras
(IRAVANI, 2014). Estudos mostraram que Vvarias plantas podem ser usadas na
biossintese de NP de prata, a exemplo de Pelargonium graveolens (geranio),
Origanum vulgare (orégano), Cinnamomum camphora (canfora) e outras (DAS et al,,
2015; HUANG et al., 2007; LI et al., 2010; MUN et al., 2013; SANKAR et al., 2013;
SHANKAR; AHMAD; SASTRY, 2003).

Varios fungos sdo descritos como redutores dos ions de prata na
producdo de NPs, como Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus, Coriolus
versicolor, Trichoderma asperellum e outros (DURAN et al., 2005; DURAN et al.,
2011; GADE et al., 2010). Duran et al. (2005) padronizaram o método biolégico de
producdo extracelular de NP de prata utilizando o fungo F. oxysporum (Figura 05), e

Y

sugerem que 0 mecanismo de biossintese se deve a nitrato redutase e quinona
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transportadora de elétrons que possuem a capacidade de reduzir ions metalicos de

nitrato de prata em solucao (Figura 06).

NITRATO
DE PRATA
1 semana
— R NANOPARTICULAS
DE PRATA
. filtrado
bl(}m;ssa biomassa fungico
fungica fungica
+ biomassa
agua destilada de fungos
esterilizada

Figura 05 — Producdo de nanoparticulas de prata utilizando o fungo Fusarium oxysporum
como agente redutor dos ions metalicos. O fungo cultivado em placa de Petri durante uma semana
€ adicionado a agua destilada, e apds incubacdo (28°C, 72 h) o sistema passa por processo de
filtracdo para remocdo da biomassa flngica. Ao filtrado liwve de células fungicas adiciona-se nitrato de
prata, e posteriormente incuba-o em auséncia de luz (28°C) até a formacdo de nanoparticulas de
prata. O filtrado compde-se de enzimas e outros compostos organicos responsaweis pela reacao de
reducdo em que ions de prata ganham elétrons, e que por sua vez se reinem em aglomerados de
atomos de prata, formando as nanoparticulas.

Fonte: adaptado de Ereno (2013).

3.4 COMBINACAO DE ANTIMICROBIANOS

Combinacao de antimicrobianos é uma estratégia promissora para
melhorar a eficacia do tratamento e inclusive minimizar a selecdo de bactérias
multirresistentes (BOLLENBACH, 2015; FISCHBACH, 2011).

Muitos estudos relatam efeito aditivo ou sinérgico entre o OEO e
outros antimicrobianos alternativos (eugenol, linalol, mentol, cinemaldeido, 6leo
essencial de tomilho) ou convencionais (gentamicina, polimixina, canamicina,
levofloxacina) (BASSOLE; JULIANI, 2012; DE SOUZA et al., 2009; ROSATO et al.,
2007; Sl et al., 2008; STOJKOVIC et al., 2013).

Efeito antimicrobiano aditivo ou sinérgico também tem sido mostrado
entre NP de prata e diversos agentes antimicrobianos, como eugenol, fenazina-1-
carboxamida, cinamaldeido, ampicilina, canamicina, eritromicina, cloranfenicol e
amoxilina (BIASI-GARBIN et al., 2015; CARDOZO et al., 2013; FAYAZ et al., 2010;
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GHOSH et al., 2013; LI et al., 2005). Inclusive, NP de prata produzidas pelo fungo F.
oxysporum apresentaram acdo antimicrobiana melhorada contra MRSA,
Streptococcus agalactiae e C. albicans, quando combinadas com fenazina-1-
carboxamida, eugenol e fluconazol respectivamente (BIASI-GARBIN et al, 2015;
CARDOZO et al., 2013; LONGHI et al., 2015).

Ag* AgP°
OH OH
OH (o]
OH
OH
Quinona 2 H+ Quinona
(forma oxidada) (forma reduzida)
CH.O COCH: CH:0 COCH:

C! OH

itri REDUTASE .
Nitrito Nitrato

(forma reduzida) N O2 N 03 (forma oxidada)
2H:0
NADP* 2H* NADPH

Figura 06 — Mecanismo hipotético de biossintese de nanoparticulas de prata. Analises do
sobrenadante fungico por cromatografia de camada delgada e espectro de fluorescéncia indicam a
presenca de antraquinona, e a presenca de nitrato redutase foi indicada por reagdo do nitrito com o
reagente 2,3 diaminonaftaleno. Diante disso, sugere-se que a reducdo dos ions de prata e
subsequente formacao de nanoparticulas ocorrem devido a acdo conjunta da enzima nitrato redutase
e quinona transportadora de elétron.

Fonte: Duran et al. (2005)

Apesar de NP de prata e OEO terem sido testados em combinacdes
com outros antimicrobianos, ndo ha dados na literatura sobre a combinacdo de
ambos, portanto este estudo teve como objetivo principal testar essa associacéo
contra cepas bacterianas de referéncias e isolados clinicos multirresistentes. A
combinacdo é uma maneira de minimizar alguns fatores negativos do OEO, tais
como fortes aroma e sabor, e da NP de prata, como evolucdo de resisténcia.
Embora as NP de prata apresentem excelente atividade antimicrobiana, a resisténcia
a esses nanometais tem sido descrita (GRAVES et al., 2015; LOSASSO et al,,
2014); contudo a associacdo contendo prata em nanoescala combinada a 6leo de

orégano possivelmente minimiza a selecdo dessas cepas resistentes. O OEO, por
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sua vez, também apresenta potente acdo antimicrobiana, apesar de seu odor e
sabor limitarem sua aplicagdo (ALVAREZ et al, 2014; BURT, 2004); mas a
combinacdo apresentada neste trabalho minimiza os efeitos organolépticos
indesejaveis deste 6leo, desde que interagdes sinérgicas e aditivas reduzem a

concentracdo necessaria de cada composto antimicrobiano.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO

Os resultados e discussdo, juntamente com a metodologia
necessaria ao desenvolvimento deste trabalho de mestrado, foram apresentados na
forma de artigo, seguindo as normas de formatacdo da revista Frontiers in
Microbiology para qual foi submetido (com modificagbes para se adequar ao

presente manuscrito).
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Resumo

Resisténcia bacteriana a antimicrobianos convencionais € um problema clinico e de saude
publica que desafia as decisGes terapéuticas em controle de infecgdes. Compostos derivados
de plantas e diversas nanoparticulas estdo sendo propostos como potenciais alternativas
antimicrobianas. Estudos anteriores mostram que tanto 6leo essencial de orégano (OEO),
extraido da planta Origanum vulgare, quanto nanoparticulas de prata apresentam atividade
antibacteriana, inclusive contra cepas de bactérias multirresistentes. No entanto, as acentuadas
caracteristicas organolépticas do Oleo de orégano e o desenvolvimento de resisténcia a prata
podem limitar a aplicacdo desses compostos como agentes antimicrobianos. Com objetivo de
minimizar os fatores de limitacdo ja descritos, este estudo avaliou a atividade antibacteriana
de OEO combinado a nanoparticulas de prata, sintetizadas biologicamente (bio-AgNP) por
Fusarium oxysporum, contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo cepas
multirresistentes. OEO e bio-AgNP, quando usados individualmente, apresentaram atividade
bactericida contra todas as cepas testadas, com valores de concentra¢do inibitoria minima
(CIM) que véo de 0,298 a 1,193 mg/mL e de 62,5 a 250 pM, respectivamente. As curvas de
crescimento e morte bacterianas indicaram que o OEO tem acdo rapida (0,17 h; ou seja, 10
min), enquanto que as nanoparticulas de prata agem em 4 h para bactéria Gram negativa e 24
h para Gram positiva. A combinacdo dos dois compostos resultou em interacdo sinérgica ou
aditiva (dependendo da cepa testada), reduzindo os valores de CIM de ambos antibacterianos
e 0 tempo de acdo comparado ao tratamento com bio-AgNP individualmente, sendo pelo
menos 0,33 h (20 min) para bactéria Gram negativa e 7 h para Gram positiva. A técnica de
microscopia eletrobnica de varredura (MEV) revelou alteracbes morfoldgicas similares nas
células de Staphylococcus aureus expostas a trés tratamentos diferentes (OEO, bio-AgNP e
combinacdo de ambos), mostrando protuberancias na superficie celular. Ainda por MEV,
observou-se que todos tratamentos reduziram a densidade celular e a quantidade de matriz
exopolissacaridica bacteriana em comparacdo a amostra de bactéria ndo tratada. OEO e bio-
AgNP apresentaram baixa atividade hemolitica, principalmente nos valores de CIM. Este
estudo descreve, pela primeira vez, atividade antimicrobiana sinérgica e aditiva entre OEO e
bio-AgNP produzidas por F. oxysporum, frente a bactérias multirresistentes, como S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Escherichia coli e Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenémicos. Esses resultados sugerem que a combinacdo estudada pode ser uma
alternativa no controle de infeccGes com pouca ou nenhuma opcdo tratamento, além de
possivelmente minimizar a selecdo de cepas resistentes.

Palavras-chave: ¢leo de orégano, nanoparticulas de prata biologicas, bactéria
multirresistente, sinergismo, antibacteriano.
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1 Introdugédo

Resisténcia bacteriana a maioria dos antimicrobianos convencionais € um problema
clinico e de salde publica. Infecgbes por microrganismos multirresistentes tém causado
grande preocupacdo, tais como bactérias produtoras de betalactamases de espectro estendido
(ESBL, Extended Spectrum Beta-lactamase) e carbapenemases, por exemplo Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), ou ainda Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). A dificuldade no controle de infeccOes bacterianas pode implicar altos custos com
tratamento, falhas terapéuticas e Obitos em casos mais graves (Silva e Lincopan, 2012; Cantas
et al, 2013).

As enzimas ESBL e KPC hidrolisam o anel betalactdmico e consequentemente inativam
0 antimicrobiano (Queenan e Bush, 2007; Drawz e Bonomo, 2010). ESBLs séo capazes de
inativar a maioria dos betalactmicos, e estdo presentes principalmente em bactérias Gram
negativas (Dhillon e Clark, 2012; Silva e Lincopan, 2012). Os carbapenémicos, tais como
imipenem, meropenem e ertapenem, sdo a classe de primeira escolha para tratar infeccdes por
cepas produtoras de ESBL. No entanto, carbapenemases reduzem as opgOes de tratamento
porque inativam penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos (Queenan e
Bush, 2007).

As enzimas ESBL e KPC sdo codificadas por genes presentes em plasmideo que
também carregam genes de resisténcia a antimicrobianos ndo betalactamicos; portanto, este
mecanismo de resisténcia mediado por elementos genéticos mdwveis contribui para a
emergéncia de multirresisténcia e facilita a disseminacdo da mesma entre diferentes cepas e
géneros bacterianos (Pitout, 2012; Silva e Lincopan, 2012; Patel e Bonomo, 2013; Shaikh et
al., 2015). Cepas de bactérias produtoras de ESBL e KPC geralmente exibem resisténcia a
quinolonas, tetraciclinas, cotrimoxazol, trimetoprima e aminoglicosideos (Dhillon e Clark,
2012; Pitout, 2012; Patel e Bonomo, 2013).

Em bactérias Gram positivas, 0 mecanismo de resisténcia mais comum a betalactdmicos
¢ mediado por transpeptidases alteradas; ou seja, por uma mutacdo em um gene codificador de
transpeptidase. Em S. aureus, a resisténcia a meticilina ocorre devido ao gene mecA que
codifica uma transpeptidase com baixa afinidade pelo betalactdmico (Rice, 2012). AEm do
gene mecA, cepas de MRSA podem apresentar genes de resisténcia a antimicrobianos ndo
betalactdmicos, comprometendo as opgdes de tratamento (Turlej; Hryniewicz; Empel, 2011).

Bactérias multirresistentes tém sido encontradas em alimentos para consumo humano,
rios urbanos e efluentes tratados; portanto, sdo um problema hospitalar, comunitario e
ambiental (Prado et al,, 2007; Fontes et al., 2011; Silva e Lincopan, 2012; Rubin et al., 2014;
Koga et al, 2015). Logo que novos betalactdmicos sdo amplamente utilizados, novas
betalactamases também sdo descobertas (Bush, 2010; Kong; Schneper; Mathee, 2010; Shaikh
et al, 2015). Portanto, sdo extremamente necessarios a pesquisa e 0 desenvolvimento de
novos antibacterianos com potencial para inibir cepas resistentes e minimizar a evolucdo de
resisténcia.

Compostos provenientes de fontes naturais como animais, plantas e microrganismos
tém sido propostos como potenciais antimicrobianos alternativos (Mandal e Mandal, 2011;
Cardozo et al. 2013; Biasi-Garbin et al., 2015). Os 6leos essenciais de especiarias se destacam
pela atividade antimicrobiana (Burt, 2004; Du et al, 2009; Betancourt et al.,, 2012; Nazzaro et
al, 2013). Os compostos fendlicos desses Oleos sdo o0s principais responsaveis pela
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propriedade antibidtica (Rhayour et al., 2003; Burt, 2004; Nostro et al., 2007).

Estudos sobre mecanismos antibacterianos de Oleos essenciais vegetais sugerem que
compostos bioativos lipofilicos interagem com a membrana celular, ocasionando aumento de
permeabilidade da célula, interferéncia na sintese de ATP e de proteinas, distarbio no pH
bacteriano e inibicdo de quorum sensing (Helander et al., 1998; Ultee et al., 1999; Lambert et
al., 2001; Rhayour et al., 2003; Souza et al., 2010; Szab6 et al., 2010; Souza et al., 2013).

Oleo essencial de orégano (OEQ), extraido principalmente de folhas da erva Origanum
vulgare por métodos ecologicamente adequados, tem sido relatado como antibacteriano de
amplo espectro (Burt, 2004; Busatta et al., 2007; Betancourt et al., 2012). Outras atividades
biologicas para o OEO também tém sido descritas, tais como, antifingica, antiviral,
antioxidante e anticancerigena (Cervato et al., 2000; Kalemba e Kunicka, 2003; Gautam et al.,
2014; Gilling et al., 2014; Sobral et al., 2014).

A atividade antimicrobiana do OEO varia de acordo com as concentragdes de seus
principais componentes, os terpenoides carvacrol e timol (Nostro et al., 2004; Cleff et al.,
2008; Stojkovi¢ et al, 2013). InteracBGes sinérgica e aditiva entre carvacrol e timol tém sido
reportadas (Bassolg; Juliani, 2012); além disso, a mistura de componentes com atividade
antimicrobiana desse Oleo essencial, possivelmente minimiza a selecdo de cepas bacterianas
resistentes. Estudos mostram que o OEO tem potencial para prevenir contaminacdo de
alimentos e controlar o crescimento de bactérias responsaveis por infeccdes hospitalares
graves (Nostro et al.,, 2004; Si et al., 2008; Barros et al., 2009; Amrouni et al., 2014). Apesar
do potencial antibacteriano do OEO, o aroma e sabor intensos limitam sua aplicacéo; diante
disso, estratégias sS40 necessdrias para minimizar ou eliminar essas caracteristicas
organolépticas indesejaveis (Burt, 2004; Alvarez et al., 2014).

A prata tem sido utilizada ha milénios para o tratamento de feridas e conservacao de
alimentos e &gua, sendo que h& séculos é aplicada na prevencdo de oftalmia neonatal
infecciosa (Alexander, 2009). Nanoparticulas de prata vem sendo intensivamente estudadas
como agentes antimicrobianos, até frente a bactérias multirresistentes (Li et al, 2010;
Cardozo et al., 2013; Naqvi et al., 2013; Ansari et al., 2014; Palanisamy et al., 2014; Singh et
al., 2014; Subashini et al., 2014). A nanotecnologia permite retomar o uso antimicrobiano da
prata, porém em baixas concentragdes. Nanoparticulas metalicas apresentam propriedades
fisicas, quimicas e biologicas alteradas em comparacdo ao metal convencional, pois a
nanoescala melhora a atividade antibacteriana ja& que a grande area superficial deixa a
particula mais reativa (Nowack et al., 2011; Rai et al., 2012; Herman e Herman, 2014). Além
disso, j& é descrita a menor toxicidade de nanoparticulas de prata em comparacdo a prata
ibnica para o hospedeiro suscetivel a infeccdo bacteriana (Lima et al., 2012).

O mecanismo bactericida de nanoparticulas de prata ndo esta totalmente esclarecido; no
entanto, multiplos alvos bacterianos sdo sugeridos (Herman; Herman, 2014). Estudos indicam
que nanoparticulas de prata aumentam a permeabilidade da membrana celular ou até causam
desintegracdo dessa estrutura, inativam enzimas bacterianas por interagdo com grupos tiol,
depletam os niveis de ATP intracelular, causam dano ao DNA e induzem formagdo de
espécies retivas de oxigénio (Feng et al., 2000; Dibrov et al., 2002; Lok et al., 2006; Li et al.,
2010; Kim et al.,, 2011).

Embora as nanoparticulas de prata apresentem excelente atividade antibacteriana, a
resisténcia a prata ja € bem descrita e além disso, estudos de evolugcdo experimental mostram
gue 0s microrganismos podem desenvolver rapidamente resisténcia a prata nanoparticulada
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por alteracfes genéticas diversas (Losasso et al., 2014; Graves et al., 2015).

A combinacdo de antimicrobianos é uma estratégia promissora para controlar a
emergéncia de microrganismos resistentes a antibioticos (Fischbach, 2011; Bass et al.,, 2015;
Bollenbach, 2015). Muitos estudos mostram efeito antibacteriano sinérgico e aditivo de
nanoparticulas de prata combinada a outros antibacterianos alternativos (eugenol, fenazina-1-
carboxamida e cinamaldeido) e convencionais (ampicilina, canamicina, eritromicina,
cloranfenicol e amoxicilina) (Li et al., 2005; Fayaz et al, 2010; Cardozo et al., 2013; Ghosh et
al, 2013; Biasi-Garbin et al, 2015). Efeito antimicrobiano sinérgico e aditivo tem sido
reportado para 0 OEO ou seus principais componentes combinados a eugenol, linalol, mentol,
cinamaldeido, Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho), gentamicina, polimixina,
canamicina, levofloxacina e outros antibacterianos (Rosato et al., 2007; Si et al.,, 2008; Souza
et al.,, 2009; Bassolé¢ e Juliani, 2012; Stojkovi¢ et al., 2012).

Os estudos estdo voltados para a producdo bioldgica de nanoparticulas de prata,
buscando métodos rapidos, de baixo custo e ecologicamente adequados. Os processos de
biossintese de nanoparticulas metalicas substituem o0s reagentes quimicos por fungos,
bactérias, plantas e outros organismos ou biomoléculas (Sastry et al., 2003; Duran et al., 2005;
Duran et al., 2011; Sankar et al., 2013; Singh et al., 2014). Este estudo avaliou, pela primeira
vez, a atividade antibacteriana de OEO combinado a nanoparticulas de prata biologicas (bio-
AgNP), sintetizadas pelo fungo Fusarium oxysporum, frente a bactérias Gram positivas e
Gram negativas, incluindo cepas multirresistentes.

2 Material e métodos
2.1 Cepas bacterianas

Todos ensaios de atividade antibacteriana foram realizados frente a cepas bacterianas de
referéncia (ATCC, American Type Culture Collection), doadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(Rio de Janeiro, Brasil), e isolados bacterianos clinicos (Tabela 01) fornecidos pelo Hospital
Universitario de Londrina (HU, Londrina, Parana, Brasil). Todas as amostras microbianas
testadas estdo depositadas na colecdo do Laboratério de Bacteriologia Béasica e Aplicada da
Universidade Estadual de Londrina (Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias
Biologicas).

As cepas bacterianas de referéncia utilizadas foram as seguintes: Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, K. pneumoniae ATCC 700603,
Salmonella enterica sorovar Enteritidis ATCC 13076, S. enterica sorovar Typhimurium UK-1
(ATCC 68169) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) N315 fornecida pela Dra. Elza
Masae Mamizuka (Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, Brasil).

E as cepas clinicas utilizadas foram as descritas a seguir: seis isolados de E. coli de
infeccdo do trato urindrio, sendo quatro produtores de betalactamase de espectro estendido
(ESBL, Extended Spectrum Betalactamase) e dois produtores de K. pneumoniae
carbapenemase (KPC) (todos fornecidos pela Dra. Eliana Carolina Vespero do HU de
Londrina), um isolado de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos coletado por
swab inguinal e retal (fornecido pela Dra. Floristher Elaine Carrara Marroni do Hospital das
Clinicas de Londrina) e dois isolados de MRSA coletados de secrecdo de descargas gerais
(fornecidos pela Dra. Marcia Regina Eches Perugini do HU de Londrina). As amostras
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bacterianas foram estocadas a - 80°C, em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid) contendo
25% (viv) de glicerol (Merck).

2.2 Agentes antimicrobianos
2.2.1 Oleo essencial de Origanumvulgare — orégano (OEO)

O OEO foi obtido comercialmente da empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda (Vargem
Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Esse OEO (lote 224) foi extraido por destilacdo a vapor e
sua densidade (0,954 g/mL) e composicdo (principais componentes: 71% de carvacrol, 3% de
timol, 4,5% de gama-terpineno, 3,5% de para-cimeno e 4% de beta-cariofileno) foram
descritas em um relatorio técnico disponibilizado pelo fornecedor comercial. Foi preparada
uma solucdo estoque de OEO a 50% (v/iv) em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). A
maior concentracdo de DMSO utilizada nos ensaios foi de 1% (V/v).

2.2.2 Nanoparticulas de prata biologicas (bio-AgNP)

A biossintese de nanoparticulas foi realizada de acordo com a metodologia de Duran et
al. (2005), que esta4 depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (Pedido
de registro de patente, 2006, Pl 0605681-4A2; http//ww.inpi.gov.br). Bio-AgNP foram
obtidas ap0s reducdo de prata idnica pelo Fusarium oxysporum, cepa 551, procedente da
colecdo de culturas do Laboratério de Genetica Molecular da ESALQ-USP (Piracicaba, S&o
Paulo, Brasil). Brevemente, o fungo F. oxysporum foi cultivado em meio solidificado
contendo 0,5% (m/v) de extrato de levedura (Neogen), 2% (m/v) de extrato de malte
(Neogen) e 2% (m/v) de agar (Neogen) em &gua destilada, a 28°C por 7 dias. Apds o
crescimento, 10 g de biomassa fungica foram adicionados a 100 mL de agua destilada
esterilizada, e posteriormente foram incubados a 28°C por 72 h. Em seguida, 0s componentes
da solugdo foram separados por filtracdo. Foi adicionado AgNO3 (Nuclear) a 1 mM a solucéo
livre de células fungicas, e o sistema foi incubado por pelo menos 28 horas sob auséncia de
luz. Periodicamente, aliquotas do sistema eram removidas para mensurar absor¢do por
espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis) (Varian Cary 50 Probe), e consequentemente
acompanhar a formacdo de nanoparticulas de prata que apresentaram banda de ressonancia
plasménica a 440 nm. As nanoparticulas foram centrifugadas (15.000 rpm, 30 min, 4°C),
ressuspensas com volume idéntico ao inicial de agua destilada e submetidas a sonicacdo (30
min); a centrifugacdo e sonicacdo foram repetidas por trés wvezes, intercalando ambos
procedimentos. Finalmente, as bio-AgNP foram caracterizadas, sendo que o diametro foi
determinado por espectroscopia de correlacdo de fotons utilizando o equipamento Zetasizer
NanoZS (Malvern), e a medida do potencial zeta foi realizada utilizando o mesmo
instrumento.

2.3 Atividade antibacteriana de OEO e bio-AgNP separadamente

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo
em caldo, de acordo com o documento MO7-A9 publicado por Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), com modificacdes necessarias. As faixas de concentragdes
testadas de OEO e bio-AgNP foram de 0,075 a 9,540 mg/mL e de 1,91 a 500 uM,
respectivamente. Caldo Mueller-Hinton (MH, Difco), MH contendo apenas OEO e MH
contendo apenas bio-AgNP foram testados como controles de esterilidade; bactéria inoculada
em apenas MH e em MH contendo 1% de DMSO foram testadas como controles de
viabilidade e crescimento celular. Ap6s 24 h de incubagdo a 37°C, a CIM foi definida como a
menor concentracdo de agente antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano visivel. A
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concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada por subcultivo de 10 pL da CIM e
concentragdes superiores em agar MH (Oxoid) desprovido de agente antimicrobiano
adicionado. A CBM foi definida como a menor concentragdo que elimina > 99,9% das células
bacterianas ap6s 24 h de tratamento com o antibacteriano (National Comittee for Clinical
Laboratory Standards, NCLLS, 1999). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e no
minimo em trés ocasides diferentes.

2.4 Ensaio de combinacdo dos antibacterianos

A interacio do OEO e bio-AgNP foi determinada por microdiluicdo em caldo,
utilizando duplo gradiente de concentracdo (um gradiente para cada antibacteriano testado),
conforme a metodologia descrita por Traub e Kleber (1975), porém com modificagcdes
necessarias. Amostras bacterianas com densidade de 5 x 10° unidades formadoras de colonia
(UFC/mL) foram incubadas, a 37°C por 24 h, em MH caldo com ambos antibacterianos em
combinacdo. Controles de esterilidade e viabilidade celular foram realizados conforme
descrito acima para 0 ensaio de atividade antibacteriana dos compostos separadamente. A
CIM considerada foi a menor concentragdo de ambos compostos que ndo apresentou turbidez
referente a crescimento bacteriano.

A interacdo de OEO combinado a bio-AgNP foi analisada pelo indice de concentragdo
inibitoria fracionada (FICI, Fractional Inhibitory Concentration Index), de acordo com Chin e
Weitzman (1997), utilizando a seguinte equagdo: FICI = FIC ogo + FIC pig-agne. A
concentracdo fracionada inibitéria (FIC) de cada composto € determinada pela razdo entre
CIM do antibacteriano quando utilizado sozinho e CIM do mesmo quando utilizado em
combinagdo (FIC = CIM combinacio/CIM ingivicual): A FICI € interpretada como ‘“interacdo
sinérgica” quando < 0,5; “interacdo aditiva” quando > 0,5 e < 1; “indiferente (sem interacdo)”
quando > 1 e < 4 e como “interacdo antagonista” quando > 4. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata, no minimo em trés ocasifes diferentes e contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas, incluindo cepas multirresistentes.

2.5 Curva de crescimento e morte bacteriana

O ensaio de cinética de populagdo bacteriana foi realizado pelo método de contagem de
células viaveis, de acordo com o documento M-26A publicado por NCCLS (1999), atual
CLSI, com modificacbes necessarias. Trés condicbes de tratamentos foram avaliadas, (1)
bactérias tratadas com OEO, (2) bio-AgNP e (3) combinagdo de ambos agentes
antibacterianos; e como controle de crescimento e viabilidade celular foi utilizada amostra
bacteriana sem tratamento. As quatro amostras (tratadas e ndo tratadas) foram incubadas a
37°C por 24 h. Porém em dez tempos de tratamento/incubacdo (0 h; 0,008 h; 0,17 h; 0,33 h;
0,5h;2h;4h;7h; 10 h e 24 h), aliquotas de 10 L das culturas tratadas e ndo tratadas foram
transferidas para &gar MH para quantificar as células viaveis (UFC/mL).

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, € no minimo em duas ocasifes
diferentes, com trés cepas bacterianas (S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e E. coli
131 produtora de carbapenemase). Os tratamentos individuais, com Oleo de orégano e
nanoparticulas de prata separadamente, foram realizados com valores de CIM, e para a
combinacdo foram utilizadas as concentracbes do sinergismo ou aditismo. Para S. aureus, 0s
tratamentos foram realizados com OEO a 0,596 mg/mL, bio-AgNP a 250 pM e combinacdo
de ambos (OEO a 0,298 mg/mL e bio-AgNP a 125 pM). E. coli ATCC 25922 foi tratada com
OEO a 0,596 mg/mL, bio-AgNP a 62,5 UM e combinacdo contendo 0,298 mg/mL e 15,62 UM
de ambos antibacterianos respectivamente. E. coli 131 resistente a carbapenémicos recebeu
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tratamento de OEO a 0,596 mg/mL, bio-AgNP a 125 pM e ambos compostos combinados,
porém com concentracGes de 0,075 mg/mL e 31,25 UM respectivamente.

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostra de S. aureus ATCC 25923 com densidade celular de 10° UFC/mL foi
preparada em caldo MH e subdividida em cinco tubos (5 mL de cultura bacteriana por tubo).
A bactéria foi exposta a trés tratamentos diferentes; OEO a 0,594 mg/mL (1° tubo), bio-AgNP
a 250 pM (2° tubo) e combinacdo de ambos compostos, OEO a 0,297 mg/mL e bio-AgNP a
125 pM (3° tubo). O tempo de tratamento foi diferente para cada situacdo, foram realizadas
incubacdes a 37° por 0,5 h (30 min) para o OEO, e 6 h para bio-AgNP individualmente e
combinacdo de ambos agentes antimicrobianos. Foram preparados dois controles bacterianos
ndo tratados, um com 0,5 h (30 min) de incubacdo (4° tubo) e outro com 6 h (5° tubo). Apds
0s tempos de incubacdo e tratamento, 20 pL de cada uma das cinco amostras bacterianas
foram transferidos para laminulas de vidro revestidas previamente com poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich). Cada amostra, ja presente na laminula, foi fixada (por 20 h) por imersdo em 1 mL de
tampdo cacodilato de sodio (0,1 M, pH 7,2) contendo 2,5% de glutaraldeido e 2% de
paraformaldeido. Foi realizada uma pdés-fixacdo com 1% de tetroxido de Osmio (por 2 h).
Todos os reagentes utilizados nas fixagdes foram fornecidos por Electron Microscopy
Sciences. As células (tratadas e ndo tratadas), apds fixadas, foram desidratadas em gradiente
de etanol (Sigma-Aldrich) (70, 80, 90 e 100°GL), secas pelo método do ponto critico usando
CO, (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer), revestidas com ouro (BALTEC SDC 050
Sputter Coater) e observadas com auxiio de MEV (FEI quanta 200) para analisar
topograficamente alteracGes morfologicas celulares.

2.7 Ensaios de toxicidade a eritrocitos humanos e células HEp-2

A atividade hemolitica do OEO e bio-AgNP foi determinada de acordo com lzumi et al.
(2012), com modificagbes necessarias. O sangue humano foi coletado, em tubos
heparinizados (Vacutainer), de doador voluntario saudavel, e com a devida aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CAAE 47661115.0.0000.5231,
No. 1.268.019 — UEL). Os eritrocitos foram separados por centrifugacdo (5000 rpm, 4°C, 5
min). Uma suspensdo dessas células a 6% (v/v) foi preparada em tampdo fosfato-salino (PBS,
phosphate buffered saline), contendo 0,9 % (m/v) de cloreto de sdédio (Merck), 0,2 M de
fosfato de sodio monobasico (Chemco) e 0,2 M de fosfato de sodio bibasico (Nuclear). Em
placa de polietileno 96 pocos, 100 pL de eritrdcitos a 6% foram adicionados a 100 pL de PBS
contendo diferentes concentragbes dos agentes antibacterianos individualmente. Apos 3 h de
incubacdo a 37°C, foi realizada leitura dos sobrenadantes em espectrofotometro (550 nm) para
monitorar a liberacdo de hemoglobina. Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a 1% foi utilizado como
controle, indicando 100% de atividade hemolitica; e com base nesse controle positivo, foi
calculada a porcentagem de hemdlise para cada concentracdo testada de cada composto.

A toxicidade dos antimicrobianos OEO e bio-AgNP a células derivadas de carcinoma
epitelial de laringe humana (HEp-2), foi realizada por método colorimétrico, utilizando
brometo de dimetiltiazol difenil tetrazlio (MTT, Sigma-Aldrich), em placa de 96 pocos, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Celulas HEp-2 foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Gibco) a 37°C em estufa de atmosfera com 5% de CO,, para formagcdo de monocamada
celular. Células ndo aderidas foram removidas utilizando PBS e as confluentes foram
novamente incubadas em RPMI suplementado com diferentes concentragdes de ambos 0s
compostos individualmente, por 24 h, a 37°C e sob atmosfera contendo 5% de CO,. Apds
incubacdo, o meio de cultura foi removido e cada poco foi lavado com 100 pL de PBS. A
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solugdo de MTT (10 pL a 1,250 g/mL por poco) foi adicionada aos pogos, e a placa foi
incubada por 2 h nas mesmas condicdes anteriores. Solucdo solvente (Sigma-Aldrich),
contendo 10% de Triton X-100 em isopropanol &cido (HCI 0,1N), foi adicionada a cada poco
(90 WL por pogo) para dissolver os cristais azuis de formazan. Apdés 15 min de
homogeneizacdo, realizou-se leitura da placa a 570 nm. Células HEp-2 ndo tratadas foram
utilizadas como controle, indicando 100% de viabilidade celular; e com base nesse controle,
foi calculada a porcentagem de células viaveis para cada concentracdo de composto
antibacteriano.

Em ambos ensaios de citotoxicidade, as faixas de concentracOes testadas foram de 0,075
a 9,540 mg/mL (OEOQ) e de 1,95 a 250 uM (bio-AgNP). A concentracdo citotoxica (CCsg) dos
antibacterianos foi definida como concentracdo necessaria para reduzir a viabilidade de 50%
das células, em comparacdo ao controle ndo tratado. O valor de CCso de cada composto foi
determinado, por regressdo linear, para os dois tipos celulares (eritrocitos e HEp-2).

2.8 Andlise estatistica

Os resultados de CIM e de cinética bacteriana foram analisados utilizando os testes de
Wilcoxon-Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. As analises foram
realizadas com auxilio do software R, versdo 3.1.0 (Foundation for Statistical Computing,
Viena, Austria). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3 Resultados

3.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata bioldgicas (bio-AgNP)

As nanoparticulas de prata apresentaram didmetro médio de 77,68 nm. O potencial zeta
foi de -34,6 mV, indicando boa estabilizacdo da suspensdo metalica.

3.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e interacdo entre OEO e bio-AgNP

O 6leo essencial de orégano (OEO) e as bio-AgNP inibiram o crescimento de todas as
cepas bacterianas testadas, incluindo as multirresistentes (Tabela 02). O valor médio de CIM
para 0 OEO foi 0,526 + 0,130 mg/mL, e o valor médio de concentracdo bactericida minima
(CBM) foi 0,500 £ 0,158 mg/mL; a faixa tanto de CIM como de CBM foi de 0,298 a 1,193
mg/mL (Tabela 02). O valor médio de CIM para bio-AgNP foi 129,17 + 55,25 pM, com faixa
de valores variando de 62,5 a 250 UM, e o valor médio de CBM foi 154,17 + 110,46 UM,
variando de 62,5 a 500 pM (Tabela 02).

Com relacdo ao valor médio de CIM para ambos 0s compostos antibacterianos, ndo
houve diferenca estatistica significativa entre cepas bacterianas de referéncia e cepas
multirresistentes (p > 0,05). Com relagdo a sensibilidade ao OEO, ndo foi encontrada
diferenca entre bactérias Gram positivas e Gram negativas (p > 0,05), pois ndo houve
diferenca estatistica no valor meédio de CIM para ambos grupos bacterianos. Bio-AgNP
mostrou melhor atividade frente a bactérias Gram negativas (p < 0,05), com 125 + 56,53 M
como valor médio de CIM; sendo que para Gram positivas esse valor foi de 225 £ 55,90 uM.

A combinacdo reduziu significativamente (p < 0,05) o valor de CIM de ambos
compostos, OEO e bio-AgNP, em comparacdo aos tratamentos individuais. Devido a
interacOes sinérgicas e aditivas entre os antibacterianos, os valores de CIM reduziram em
média 83,3% e 66,4% para OEO e bio-AgNP, respectivamente (Tabelas 02 e 03).
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3.3 Curva de crescimento e morte bacteriana

Os controles bacterianos ndo tratados mostraram que as células microbianas estavam
vidveis, havendo crescimento populacional com o decorrer do tempo de incubacdo; portanto,
a reducdo de densidade celular das amostras que receberam tratamento, com OEO, bio-AgNP
ou combinacdo de ambos, é devida a a¢do antimicrobiana dos compostos.

O OEO reduziu rapidamente a densidade celular das populagbes bacterianas tratadas.
Apb6s 0,17 h (10 min) de tratamento com CIM (0,596 mg/mL), houve total eliminacdo de
células viaveis (p < 0,05) de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figura 01), Escherichia
coli ATCC 25922 (Figura 02) e E. coli 131 resistente a carbapenémicos (CR) (Figura 03). A
inibicdo bacteriana pelo OEO foi imediata, sendo que em apenas 0,008 h (30 s) de tratamento
houve reducédo de 0,57 log (p < 0,05), 1,54 log (p < 0,05) e 0,27 log (p < 0,05) das populacGes
de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e E. coli produtora de carbapenemase
respectivamente.

A CIM de bio-AgNP (250 pM) apresentou atividade bactericida para S. aureus ATCC
25923, apds 24 h de tratamento (Figura 01). Apds 10 h de contato com as nanoparticulas de
prata, houve reducdo de 0,57 log (p < 0,05) da populacdo de S. aureus, e entre 10 e 24 h de
houve reducdo de 4,73 log (p < 0,05). Para as bactérias Gram negativas, houve total inibicdo
de crescimento (p < 0,05) em apenas 4 h de tratamento com 62,5 pM e 125 pM de bio-AgNP,
para E. coli ATCC 25922 (Figura 02) e E. coli 131 CR (Figura 03) respectivamente. Porém,
em apenas 2 h de exposicdo a prata, houve reducdo significativa (p < 0,05) na densidade
celular das populagdes bacterianas Gram negativas, reduzindo 3,3 log (E. coli ATCC 25922) e
2,31 log (E. coli 131 CR).

A combinacdo de OEO e bio-AgNP foi mais eficiente que o tratamento individual com
bio-AgNP, agindo em menor tempo tanto para bactérias Gram positivas como Gram
negativas. A combinacdo dos dois compostos contendo CIM sinérgica (0,149 mg/mL de OEO
e 62,5 UM de bio-AgNP) mostrou atividade bacteriostatica contra S. aureus ATCC 25923
(dado ndo mostrado). No entanto, a combinacdo contendo CIM aditiva (0,298 mg/mL de OEO
e 125 pM de bio-AgNP), foi bactericida para a mesma cepa bacteriana (Figura 01), resultando
em reducdo de 3,48 log (p < 0,05) na densidade celular em apenas 2 h de tratamento e total
inibicdo de viabilidade celular em 7 h (p < 0,05).

A combinacdo aditiva, contendo 0,298 mg/mL de OEO e 15,62 UM de bio-AgNP,
causou reducdo de 2,3 log (p < 0,05) na populagcdo bacteriana de E. coli ATCC 25922 em
apenas 0,17 h (10 min) de tratamento, e houve total inibicdo de crescimento (p < 0,05) em
0,32 h (20 minutos) (Figura 02). A populacdo de E. coli 131 CR, quando exposta a
combinacdo sinérgica (OEO a 0,075 mg/mL e bio-AgNP a 31,25 uM), foi reduzida em 2,7
log (p < 0,05) com 0,5 h (30 min) de tratamento, e em 2 h ja ndo havia células viaveis (p <
0,05) (Figura 03).

3.4 Microscopia eletronica (MEV)

A anélise utilizando MEV mostrou que as amostras bacterianas controles (ndo tratadas)
(Figuras 04 A e B) apresentaram morfologia e arranjo tipicos de S. aureus, com células
esféricas (coco) agrupadas em cachos. As células ndo tratadas ndo apresentaram as alteracdes
observadas nas amostras que receberam tratamento. O procedimento de fixacdo foi bastante
eficiente porque permitiu a preservacdo, com boa qualidade, da matriz exopolissacaridica
(EPS); sendo possivel observar, principalmente no controle de 6 h (Figura 04 B), uma
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estrutura reticulada com os canais de &gua tipicos de biofilme. A comparacdo entre 0s
controles de 0,5 h (30 min) (Figura 04 A) e de 6 h (Figura 04 B) mostra que houve um
aumento na densidade celular com o decorrer do tempo de incubagdo, corroborando com o
crescimento bacteriano observado no ensaio de cinética de populagdo microbiana.

A amostra de S. aureus tratada com OEO (Figura 04 C) apresentou menor densidade
celular que o controle de 0,5 h (30 min) (Figura 04 A), corroborando com a curva de
crescimento e morte; e ndo apresentou arranjo tipico dessa espécie bacteriana. O tratamento
também afetou a deposicdo de EPS. As células expostas ao Oleo de orégano apresentaram
alteracdo morfolégica, como protuberancias na superficie celular, que indicam possivel
extravasamento de conteudo citoplasmatico (Figura 04 D). No entanto, também foram
observadas células em estagio mais avancado de alteracdo, apresentando deformacbes e
resquicios celulares (Figura 04 C).

A amostra de S. aureus exposta a bio-AgNP (Figura 04 E) apresentou menor densidade
celular que o controle de 6 h (Figura 04 B), também corroborando com a cinética bacteriana
estudada previamente. O tratamento com nanoparticulas de prata resultou em reducdo de
deposicdo de EPS, em comparacdo ao controle sem tratamento. As células tratadas
apresentaram alteraces morfologicas semelhantes as encontradas no tratamento com OEO;
porém na amostra exposta a bio-AgNP (Figura 04 F), essas alteracbes sdo mais sutis,
confirmando o maior potencial antibacteriano do Oleo de orégano. As protrusdes na superficie
celular podem indicar dano na cadeia transportadora de elétrons, j& que nanoparticulas de
prata possuem alto potencial de reducdo e podem interferir facilmente em reacOes de oxido-
reducdo.

A amostra tratada com a combinacdo de OEO e bio-AgNP (Figura 04 G) apresentou
menor densidade celular que o controle de 6 h (Figura 04 B) e que a amostra tratada com bio-
AgNP (Figura 04 E), confirmando o resultado da curva de crescimento e morte. Também
houve reducdo da quantidade de EPS em comparacdo ao controle. As células expostas a
combinacdo apresentaram protrusdes superficiais (Figura 04 H) semelhantes as observadas
guando ambos compostos foram aplicados individualmente; também foram observados
estagios mais tardios de alteracdo, apresentando detritos celulares.

Portanto, os dados obtidos pela andlise topografica microscopica confirmaram a
atividade antibacteriana dos trés tratamentos (OEO, bio-AgNP e combinacdo de ambos),
corroborando com os resultados de inibicdo de crescimento bacteriano mostrados nos ensaios
de microdiluicdo e de cinética de populacéo.

3.5 Ensaio de toxicidade a eritrdcitos e celulas HEp-2

Os resultados do ensaio de MTT mostraram que o OEO foi tdxico para as células
tumorais (HEp-2), pois afetou 50% ou mais das células quando em concentragcdes superiores a
0,075 mg/mL; sendo que a concentracdo citotoxica (CCsg) ficou entre 0,075 e 0,149 mg/mL
(Figura 05 A). No entanto, o OEO foi menos tdxico para eritrocitos, sendo que o valor de
CCsp foi 7,519 mg/mL (Figura 06 A). O valor de CCsq de bio-AgNP foi 97,22 M para HEp-2
(Figura 05 B); e foi observada baixa toxicidade para eritrdcitos, mesmo considerando a maior

concentracdo testada de nanoparticulas de prata (250 pM) (Figura 06 B).
4 Discussao

Esse estudo mostrou a potente atividade antibacteriana do Oleo essencial de orégano
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(OEO), que inibiu o crescimento bacteriano rapidamente e em baixas concentracfes, assim
como reportado por outros estudos (Burt e Reinders, 2003; Souza et al., 2010; Alvarez et al.,
2014; Betancourt et al., 2012). Busatta et al. (2007) relataram que OEO apresentou
concentracdo inibitoria minima (CIM) de 0,23 e 0,46 ma/mL contra Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina e Escherichia coli ATCC 25922, respectivamente. A CIM de 6éleo de
orégano relatada por Betancourt et al. (2012) foi de 0,780 mg/mL frente a Salmonella spp. e
3,125 mg/mL contra E. coli. Os valores de CIM de OEO mostrados em nosso estudo variam
de 0,298 a 1,193 mg/mL, e estdo de acordo com os resultados apresentados na literatura. Os
resultados de nossas analises mostraram que o OEO foi bactericida, em baixa concentracéo,
contra todas as cepas bacterianas multirresistentes testadas; apresentando concentracdo
bactericida minima (CBM) de 0,298 mg/mL contra Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémico, 0,596 mg/mL frente aos isolados de E. coli produtores de ESBL e KPC, e
CBM variando de 0,596 a 1,193 mg/mL frente aos dois isolados de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA).

O ensaio de cinética bacteriana mostrou que, em apenas 0,17 h (10 min) de tratamento,
0 OEO levou a reducdo de aproximadamente 5 log (p < 0,05) das trés populacbes bacterianas
testadas (S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e cepa de E. coli produtora de KPC);
no entanto, imediatamente (0,008 h; ou seja, 30 s) apOs a exposicdo das bactérias ao Oleo de
orégano, ja ha inibicdo do crescimento populacional. Os estudos de Burt e Reinders (2003)
mostraram que quando amostra de E. coli 0157:H7, com densidade de 5x10° UFC/mL, foi
tratada com 0,06% (v/v) de OEO, ndo restaram células vidveis em apenas 1 min de
tratamento. Em estudo com S. aureus isolado de alimento, Barros et al. (2009) mostraram que
CIM de OEO (0,06%, v/v) causou reducdo de 3 log no inéculo inicial (108 UFC/mL) apés 2 h
de tratamento. Em nosso estudo, utilizando inéculo similar (108 UFC/mL) e a mesma
concentracdo de Oleo de orégano (0,596 ma/mL; que corresponde a 0,06%, v/Vv), houve total
reducdo de células viaveis em apenas 0,5 h (30 min) (p < 0,05), ocorrendo reducdo de 8 log na
populacdo de S. aureus ATCC 25923 (dado ndo mostrado). E provavel que essa diferenca no
tempo de acdo do OEO esteja relacionada a variacdo na composicdo quimica dos Oleos
essenciais, ou ainda devido a possiveis diferencas estruturais ou metabdlicas entre as cepas
testadas.

Alguns estudos relataram que os compostos terpenoides de OEO sdo mais ativos contra
bactérias Gram positivas (Smith-Palmer et al., 1998; Lambert et al., 2001; Stojkovi¢ et al.,
2013). Nossos resultados indicaram que o OEO tem amplo espectro de acgdo, atuando contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas, assim como relatado em outros estudos (Busatta
et al, 2007; Rosato et al. 2010; Stojkovi¢ et al., 2013). No entanto, nossos dados mostraram
que esse antibacteriano é igualmente eficiente de acordo com CIM e tempo de acdo para
ambos grupos bacterianos (p > 0,05), corroborando com relatos de outros pesquisadores
(Dorman e Deans, 2000; Rosato et al., 2010). Essa diferenca no grau de susceptibilidade das
bactérias aos Oleos essenciais, pode ser devida a composicdo quimica desses Oleos; pois
fatores sazonais e geogréaficos contribuem para existir variagdo na concentracdo dos
componentes bioativos como antibacterianos (Medini et al., 2009).

Varios estudos sugerem que 0s Oleos essenciais interagem com a membrana celular
bacteriana, resultando em inibicdo do crescimento j& que essa estrutura é responsavel por
inimeras fungdes em procariotos. O estudo de Bennis et al. (2004) mostrou alteracdes
superficiais, tais como ondulacdes e rachaduras, em células de Saccharomyces cerevisiae
tratadas com timol. Lambert et al (2001) sugeriram que o OEO inibe o crescimento
bacteriano devido a danos a integridade da membrana celular, afetando consequentemente a
homeostase de pH e o equilibrio de ions inorganicos citoplasmaticos. Suzuki et al. (2015)
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observaram murchamento de células de Staphylococcus epidermidis tratadas com produtos
contendo OEO, indicando extravazamento de conteldo citoplasmatico. Souza et al. (2010)
observaram perda de material absorvente 260 nm e de ions de potassio em células de S.
aureus tratadas com OEO, e com base nesses resultados os pesquisadores sugeriram que 0
Oleo aumentou a permeabilidade da mebrana celular. Nossa analise por MEV confirma a
atividade antibacteriana do OEO com a reducdo na densidade celular e alteragdes
morfolégicas superficias, em comparacdo ao controle bacteriano ndo tratado que apresentou
alta densidade de células desprovidas de alteracdes, corroborando com os resultados de
cinética bacteriana aos 0,5 h (30 min) de tratamento (dado ndo mostrado). As células de S.
aureus ATCC 25923 expostas ao 0Oleo de orégano, apresentaram protuberancias superficiais,
indicando injarias a superficie celular e provavel perda de contetdo citoplasmatico. S. aureus
ATCC 25923 é uma cepa capaz de formar biofilme in vitro (Zmantar et al., 2010), sendo
utiizada em varios estudos como controle positivo para formacdo de matriz
exopolissacaridica (ESP). Em nosso estudo, as micrografias do controle incubado por 6 h
mostraram a presenca de matriz ESP estruturada, com os canais de agua bem evidentes,
indicando a formacdo de biofilme. O controle de 0,5 h (30 min) também apresentou material
ESP, porém em menor quantidade; mas as células tratadas com OEO mostraram auséncia
desse material, corroborando com os estudos de Nostro et al. (2007) que relataram a agéo
antibiofilme do dleo de orégano contra S. aureus.

Os resultados dos ensaios de toxicidade a eritrcitos humanos mostraram que a
concentracdo citotdxica (CCsp) do OEO foi 7,519 mg/mL. O ¢dleo de orégano apresentou
baixa toxicidade para eritrocitos, pois o valor de CCsp ficou bem acima dos valores de CIM
que variaram de 0,037 a 1,193 mg/mL. Outros estudos também relataram que OEO e seus
componentes sdo pouco toxicos para eritrocitos. Mancini et al. (2004) observaram auséncia de
atividade hemolitica do OEO frente a eritrcitos bovinos, e Cacciatore et al. (2015) relataram
que derivados de carvacrol, no valor de CIM, ndo sdo hemoliticos para eritrdcitos humanos.
No entanto, o OEO foi toxico para células HEp-2, corroborando com outros estudos que
descrevem a atividade antitumoral do 6leo de orégano e seus componentes isolados, inclusive
contra células HEp-2 (Mehdi et al., 2011; Gautam et al., 2014; Sobral et al., 2014).

Devido a sua excelente atividade antibacteriana, 0 OEO tem potencial para substituir 0s
antibidticos convencionais utilizados na indUstria alimenticia, ou ainda é possivel incorpora-lo
a cosméticos e outros produtos (Alvarez et al., 2014; Suzuki et al., 2015). No entanto, a alta
volatilidade e suas caracteristicas organolépticas indesejaveis (sabor e aroma) podem limitar
sua aplicacdo; deste modo, é necessdrio o desenvolvimento de estratégias para minimizar tais
limitacbes (Burt, 2004; Alvarez et al., 2014; Herndndez-Hernandez, 2014).

Nesse estudo, as nanoparticulas de prata biologicas (bio-AgNP) exibiram amplo
espectro de acdo antibacteriana, e esse dado estd de acordo com resultados de outros
pesquisadores (Busatta et al., 2007; Jain et al., 2009; Kim et al., 2011). No entanto, nossos
resultados mostraram que bactérias Gram positivas sdo mais tolerantes a bio-AgNP, para as
quais o valor de CIM é maior e o tempo de acdo do composto é mais lento em comparacdo a
bactérias Gram-negativas, assim como reportado em outros estudos (Jain et al., 2009; Duran
et al, 2010; Agnihotri et al, 2014). Kim et al. (2011) observaram que bactérias Gram
negativas sdo0 mais suscetiveis a nanoparticulas de prata em compara¢do a Gram positivas, por
conta da maior atividade bactericida mostrada pela curva de crescimento e morte, grande
perda de proteinas através da membrana celular, maior de inativacdo de lactato desidrogenase
e alteracdes morfologicas celulares mais proeminentes.

Muitos estudos mostraram que a atividade antibacteriana das nanoparticulas €
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dependente do seu didmetro, de forma que a atividade aumenta quanto menor o tamanho da
particula (Panacek et al., 2006; Ayala-Nunez et al., 2009; Agnihotri et al., 2014); e este fato
contribui para a grande variagdo nos valores de CIM entre diferentes estudos de atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata, limitando as compara¢cdes com nossos resultados.

Nossos resultados, obtidos por microscopia eletrdnica, mostraram que a amostra de S.
aureus ATCC 25923 tratada com bio-AgNP apresentou densidade celular reduzida e
alteracbes morfologicas celulares, tais como protrusbes superficiais, contrastando com o
controle de 6 h que apresentou enorme quantidade de células desprovidas de lesGes, e
confirmando a atividade antibacteriana do composto observada por microdiluicdo em caldo e
cinética de populacdo. Kim et al. (2011) observaram, com auxilio de MEV, que células de S.
aureus e E. coli tratadas com nanoparticulas de prata apresentaram protuberancias em sua
superficie (similares as observadas em nosso estudo), e ensaios colorimétricos para detecgdo
de proteinas e outros constituintes celulares mostraram perda de material citoplasmatico; esses
dados sugerem que o composto a base de prata afeta a permeabilidade da célula bacteriana.
Outros estudos relatam que ions de prata possuem afinidade por grupos tiol e possivelmente
afetam enzimas respiratdrias presentes na membrana plasmatica; contudo, a prata participa
efetivamente de reacfes de oxido-redugdo, o que indica que esse antibacteriano metélico tem
potencial para danificar a cadeia transportadora de elétrons (Holt e Bard, 2005; Li et al.,
2010). Além disso, nossas analises por MEV mostraram que as células bacterianas tratadas
com bio-AgNP ndo apresentaram matriz ESP, em comparacdo ao controle ndo tratado (6 h); e
corroborando com esses dados, Alzohairy et al. (2015), utilizando microscopia confocal de
varredura a laser, observaram que nanoparticulas de prata interferiram na formacdo de
biofilme.

Os resultados do ensaio de toxicidade mostraram que bio-AgNP ndo foram toxicas para
eritrocitos humanos, mesmo na maior concentracao testada (250 pM, que é equivalente a 37,5
pg/mL); portanto, ndo foi possivel calcular o valor de CCso de nanoparticula de prata para
eritrocitos. A andlise dos sobrenadantes, por espectrofotometria, indicou que tratamento com
bio-AgNP ndo resultou em aumento de absorbancia, demonstrando que pouca hemoglobina
foi liberada das células vermelhas sanguineas. Choi el al. (2011) observaram que 700 pg/mL
de nanoparticulas de prata (de aproximadamente 100 nm) lisaram 50% dos eritrocitos, a CCso
¢ bem acima da maior concentracdo testada em nosso estudo. De acordo com o critério
estabelecido no documento ASTM E2524-08 (2013), porcentagem de hemdlise maior que 5%
indica dano aos eritrcitos humanos; no entanto, em nosso estudo, a maior concentracao
testada de bio-AgNP causou apenas 1,4% de hemdlise. O ensaio de MTT mostrou que bio-
AgNP foram toxicas para células HEp-2 apenas em altas concentragdes (CCso = 97,22 M),
gue na maioria das vezes estdo acima das concentragdes necessarias para inibir o crescimento
bacteriano. Alguns estudos relatam a atividade antitumoral de nanoparticulas de prata,
inclusive contra células HEp-2 (Devi, 2012; Antony et al., 2013), corroborando com nossos
dados que mostram maior toxicidade de bio-AgNP para células HEp-2 do que para eritrocitos
humanos.

Apesar de bio-AgNP apresentar boa atividade antibacteriana e baixa citotoxicidade,
bactérias podem desenvolver resisténcia a essas nanoparticulas por alteracGes genéticas
simples (Graves et al., 2015). Deste modo, sdo necessarios estudos que busquem estratégias
para minimizar a possivel evolucdo de resisténcia a prata.

A combinacdo de antibacterianos é uma estratégia para controlar a evolucdo de
resisténcia (Fischbach, 2011; Bollenbach, 2015). Li et al. (2005) observou interacdo sinérgica
de nanoparticulas de prata combinadas a amoxicilina contra E. coli, e outros estudos relataram
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interacdo  sinérgica com outros compostos antibacterianos  alternativos, tais como
cinamaldeido (Ghosh et al, 2013), eugenol (Biasi-Garbin et al, 2015) e fenazina-1-
carboxamida (Cardozo et al., 2013).

Outros estudos relataram interagdes sinérgica ou aditiva entre OEO e outros
antibacterianos, tais como gentamicina contra S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 e
A. baumannii ATCC 19606 (Rosato et al, 2010), amoxicilina, polimixina e lincomicina
contra cepas de E. coli produtora de ESBL (Si et al., 2008). OEO também apresentou efeito
antibacteriano sinérgico quando combinado a Oleo essencial de Thymus vulgare (tomilho)
(Stojkovi¢ et al., 2013).

Alguns estudos mostram que, quando isolados, tanto 0 OEO (Nostro et al, 2004; Si et
al., 2008; Amrouni et al., 2014) quanto as nanoparticulas de prata (Cardozo et al., 2013; Singh
et al, 2014; Subashini et all., 2014) apresentam atividade antibacteriana contra bactérias
multirresistentes. No entanto, esse estudo mostrou, pela primeira vez, efeitos sinérgico e
aditvo da combinagdo de OEO e bio-AgNP contra cepas bacterianas, incluindo
multirresistentes. Em combina¢do, ambos compostos apresentaram atividade antibacteriana
com concentragdes bem abaixo dos niveis considerados tdxicos para células de mamiferos. A
reducdo da CIM necesséria de cada antibacteriano favoreceu a minimizacdo dos efeitos
organolépticos indesejaveis do OEO, possibilitanto ampliar sua aplicacdo, desde que o aroma
e sabores menos intensos aumentam sua aceitacdo. Além disso, o tratamento combinado
inibiu o crescimento bacteriano mais rapidamente do que bio-AgNP utilizadas sozinhas.

Nossos resultados ressaltam a potente acdo da combinagdo de OEO e bio-AgNP contra
bactérias Gram negativas, incluindo as cepas produtas de ESBL e carbapenemases. A
combinacdo dos dois compostos também apresentou atividade contra bactéria Gram positiva,
com FICI indicando sinergismo ou aditismo; os resultados de MEV confirmaram a atividade
antibacteriana  contra  esse  grupo, mostrando  alteracdes morfologicas  superficiais
(protuberancias) em células de S. aureus ATCC 25923, além de reducdo da densidade celular
da populacdo bacteriana e diminuicdo da deposicdo de matriz EPS que confirmam a atividade
bactericida da combinacéo.

Em conclusdo, a combinacdo de bio-AgNO e OEO apresentou efeito sinérgico ou
aditivo contra cepas de bactérias multirresistentes de importancia clinica, como E.coli, A.
baumannii e MRSA; portanto, os resultados desse estudo sugerem que essa associacdo de
antibacterianos tem potencial para ser aplicada na industria (farmacéutica, alimenticia ou de
cosméticos) e setores clinicos e hospitalares, pois atua como bactericida para cepas de
tratamento limitado e possivelmente previne a selecéo de cepas multirresistentes.
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Legendas das figuras

Figura 01. Curva de crescimento e morte da cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
exposta ao OEO e bio-AgNP individualmente, e a combinagdo de ambos antibacterianos.

Figura 02. Curva de crescimento e morte da cepa Escherichia coli ATCC 25922 exposta ao
OEO e bio-AgNP individualmente, e a combinacdo de ambos antibacterianos.

Figura 03. Curva de crescimento e morte da cepa Escherichia coli 131, produtora de
carbapenemase, exposta ao OEO e bio-AgNP individualmente, e a combinacdo de ambos
antibacterianos.

Figura 04. Micrografia eletronica de varredura do efeito antibacteriano de Oleo essencial de
orégano (OEQ) e nanoparticulas de prata bioldgicas (bio-AgNP) contra cepa Staphylococcus
aureus 25923 ap6s 0,5 h (30 min) e 6 h de tratamentos. (A) Controle negativo (ndo tratado)
apos 0,5 h (30 min) de incubacédo. (B) Controle negativo (ndo tratado) apos 6 h de incubacao.
(C e D) Células tratadas com 0,596 mg/mL de OEO por 0,5 h (30 min) apresentando. (E e F)
Células tratadas com 250 pM de bio-AgNP por 6 h (G e H) Células tratadas com a
combinacdo de OEO (0,298 mg/mL) e bio-AgNP (125 pM) por 6 h. Micrografias de menor
aumento (A, B, C, E e G): mostram reducdo em quantidade de matriz exopolissacaridica e
densidade celular das amostras tratadas em comparagdo aos controles. Micrografias de maior
aumento (D, F e H): mostram alteracbes morfoldgicas (protuberancias) nas superficies
celulares e detritos de células. Imagens inseridas em A e B: possuem mesmo aumento que D,
F e H; porém mostram células do controle sem alteracbes morfolégicas. Imagem inserida em
H: possui mesmo aumento que H e mostra células com protuberéncias superficiais. Setas:
alteracbes morfologicas (protuberancias na superficie celular) e detritos celulares. Pontas de
seta: matriz exopolissacaridica.

Figura 05. Porcentagem de células viaveis em exposicdo a diferentes concentragdes de 6leo
essencial de orégano (OEQO) e nanoparticulas de prata bioldgicas (bio-AgNP). (A): OEO. (B):
bio-AgNP.

Figura 06. Atividade hemolitica de Oleo essencial de orégano (OEO) e nanoparticulas de
prata biologicas (bio-AgNP). (A): OEO. (B): bio-AgNP.
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TABELA 01

Tabela 01. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados bacterianos clinicos.

Staphylococcus aureus PEN OXA CIP RIF GEN STR TET ERY CLI LNZ SXT
MRSA 101 R R R S S S S R R S S
MRSA 107 R R R S R R S R R S R
Escherichia coli PTZ CEP CFZ CTX CAZ CPM AZT IPM MRP ERT NOR CIP LVX GEN AMI SXT NIT
ESBL 167 S - R R R R R S S S - R R S S R S
ESBL 169 S R - R R R R S S S R R S S S S S
ESBL 176 S R - R R R I S S S - S S S S S S
ESBL 192 S S - R R I S - S S - R R S S S S
KPC 131 R - - R S S R R R R - R - - S - -
KPC 133 I - - R | I R S R R - R - - S - -
Acinetobacter baumannii PTZ AMS CTX CAZ CPM AZT IPM MRP ERT CIP LVX GEN AMI TET SXT
CR 01 R R R R R R R R R R R R R R R

AMI, amicacina; AMS, ampicilina + sulbactam; AZT, aztreonam; CAZ, ceftazidima; CEP, cefalotina; CFZ, cefazolina; CIP, ciprofloxacino; CLI, clindamicina;
CPM, cefepima; CTX, cefotaxima; ERY, eritromicina; ETP, ertapenem; GEN, gentamicina; IPM, imipenem, LNZ, linezolida; LVX, levofloxacino; MRP,
meropenem; NIT, nitrofurantoina; NOR, norfloxacino; OXA, oxacilina; PEN, penicilina; PTZ, piperacilina + tazobactam; RIF, rifampicina; STR,
estreptomicina; SXT, trimetoprima + sulfametoxazol; TET, tetraciclina.

R, resistente; S, sensivel; I, intermediario; (-), ndo testado.

MRSA, Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

ESBL, betalactamase de espectro estendido; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; RC, resistente a carbapenémicos.

101, 107, 167, 169, 176,192, 131, 133 e 01 sao as identificagdes dos isolados no Laboratdrio de Bacteriologia Basica e Aplicada — Universidade Estadual de
Londrina.
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TABELA 02
Tabela 02. Efeito antibacteriano de dleo essencial de orégano e de nanoparticulas de prata biologicas, individualmente e em combinacao.
OEO (mg/mL) Bio-AgNP (UM)

Bactéria CBM CIM (i) CIM (c) CBM CIM (i) CIM (c) FICI Interagéo
S.aureus ATCC 25923 0,596 0,596 0,149 250,0 250,0 62,50 0.50 Sinergismo
S. mutans ATCC 25175 0,596 0,596 0,075 250,0 125,0 62,50 0.62 Aditismo
E. coli (ATCC 25922) 0,596 0,596 0,298 62,50 62,50 15,62 0.75 Aditismo
S. enterica Enteritidis ATCC 13076 0,298 0,298 0,037 62,50 62,50 31,25 0.62 Aditismo
K. pneumoniae ATCC 10031 0,596 0,596 0,075 62,50 62,50 15,62 0.37 Sinergismo
K. pneumoniae ATCC 700603 0,596 0,596 0,075 125,0 125,0 62,50 0.62 Aditismo
S. enterica Typhimurium UK-1* 0,298 0,298 0,149 125,0 125,0 62,50 1.00 Aditismo
MRSA N315 0,596 0,596 0,075 250,0 250,0 125,0 0.62 Aditismo
MRSA 101 1,193 0,596 0,596 500,0 250,0 62,50 1.25 Indiferente
MRSA 107 1,193 1,193 0,596 500,0 250,0 62,50 0.75 Aditismo
E. coli ESBL 167 0,596 0,596 0,149 125,0 125,0 15,62 0.37 Sinergismo
E. coli ESBL 169 0,596 0,596 0,149 125,0 125,0 15,62 0.37 Sinergismo
E. coli ESBL 176 0,596 0,596 0,149 125,0 125,0 31,25 0.50 Sinergismo
E. coli ESBL 192 0,596 0,596 0,149 125,0 125,0 31,25 0.50 Sinergismo
E. coli KPC 131 0,596 0,596 0,075 125,0 125,0 31,25 0.37 Sinergismo
E. coli KPC 133 0,596 0,596 0,075 125,0 125,0 62,50 0.62 Aditismo
A. baumannii CR 01 0,298 0,298 0,149 125,0 125,0 15,62 0.62 Aditismo

OEOQ, 6leoessencial de orégano; bio-AgNP, nanoparticulasde pratabioldgicas.

CBM, concentracao bactericida minima individualmente.

CIM (i), concentragdo inibitéria minima individualmente; CIM (c), concentragdo inibitéria minimaem combinacao.

ATCC, American Type Culture Collection.

*, ATCC 68169.

MRSA, Staphylococcusaureusresistente a meticilina.

ESBL, betalactamase de espectro estendido; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase.

CR: resistente a carbapenémicos.

101,107,167,169,176,192,131,133 e 01 sdo as identificagdes dosisolados no Laboratdrio de Bacteriologia Basica e Aplicada — Universidade Estadual de Londrina.
FICI, indice de concentragdo inibitdria fracionada.

FICI foi interpretado como descrito a seguir: < 0,5 (interag¢do sinérgica),; > 0,5 a 1,0 (interagdo aditiva); > 1,0 a < 4,0 (indiferente),; e > 4 (antagonismo).
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6 CONCLUSAO

O oOleo essencial de oréegano (OEO) e as nanoparticulas de prata
biologicas (bio-AgNP) apresentaram atividade antibacteriana contra todas as cepas
Gram positivas e Gram negativas testadas, inclusive aquelas multirresistentes. Os
dois compostos em combinacdo apresentaram efeito antimicrobiano sinérgico ou
aditivo.

A acdo antimicrobiana tanto dos compostos separados como
combinados foi confirmada por microscopia eletrénica de varredura que mostrou a
presenca de vesiculas na superficie das células bacterianas tratadas, alteracdes
estas que estavam ausentes nas amostras que nao receberam tratamento. Como o0s
compostos estudados, isolados e em combinacdo, causaram alteracdes
morfologicas celulares semelhantes, sugere-se que o OEO e as bio-AgNP possuem
mecanismos de acdo parecidos, a principio danificando a superficie celular e
interferindo na deposic¢ao de matriz exopolissacaridica.

Os resultados deste trabalho sugerem que o OEO e as bio-AgNP
sdo excelentes alternativas terapéuticas, principalmente contra bactérias produtoras
de betalactamases e carbapenemases como Escherichia coli e Acinetobacter
baumannii. A combinacdo desses compostos elimina microrganismos que possuem
pouca ou nenhuma opcao de tratamento e possivelmente previne a selecdo de
cepas multirresistentes; mostrando potencial de aplicacdo em mliltiplas areas como

setores hospitalares, clinicos e industriais.



103

ANEXOS



104

ANEXO A

Tabela 05 — Transformagéo da unidade de concentracdo mg/mL para
% (v/v) do Oleo essencial de orégano utilizado neste estudo

Conversao de concentracdes

mg/mL % (VIV)
9,540 1
4,770 05
2,385 0,25
1,193 0,12
0,596 0,06
0,298 0,03
0,149 0,01
0,075 0,008
0,037 0,004

Densidade do 6leo essencial de orégano = 0,954 g/mL

Fonte: Proprio autor (2015).



ANEXO B

Tabela 06 — Transformacdo da unidade de concentragcdao pM para

png/mL de nanoparticulas de prata sintetizadas atraves de reducao de
jons de prata pelo fungo Fusarium oxysporum

Conversao de concentracdes

uM pug/mL
500 75
250 37,5
125 18,75
62,5 9,37
31,25 4,69
15,62 2,34
7,81 1,17
3,90 0,58
1,95 0,29

Fonte: Proprio autor (2015).

105



