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APRESENTACAO

E com grande satisfacdo que apresentamos o e-book “Empreendedorismo
e Inovacao na Engenharia Florestal 2” que foi elaborado para a divulgacao de
resultados e avancos relacionados as Ciéncias Florestais. O e-book esta disposto
em 1 volume subdividido em 16 capitulos. Os capitulos estado organizados de acordo
com a abordagem por assuntos relacionados com diversas areas da Engenharia
Florestal. Em uma primeira parte, os capitulos estdo de forma a atender as areas
voltadas para a diversidade, abordando a fitossociologia, conservac¢éo da vegetacao,
ecologia e distribuicdo espacial de espécies. Em uma segunda parte, os trabalhos
estdo estruturados aos temas voltados para ao crescimento e desenvolvimento de
mudas na recuperacdo ambiental, uso da adubag¢do quimica e orgénica e ainda a
propagacao vegetativa e variabilidade genética. Em uma terceira parte, os trabalhos
estdo voltados para a conservagdo de espécies em areas urbanas, planejamento
paisagistico e planejamento e gestdo de recursos hidricos. Em uma quarta parte,
os temas estdo relacionados aos produtos florestais, propriedades e industria da
madeira e colheita florestal. E finalizando, em uma quinta parte com um trabalho
sobre a utilizacdo de extratos de origem vegetal como alternativa terapéutica.
Desta forma, o e-book “Empreendedorismo e Inovacdo na Engenharia Florestal 2”
apresenta resultados relevantes realizados por diversos professores e académicos
que serdao apresentados neste de forma didatica. Agradecemos o empenho e
dedicacdo de todos os autores das diferentes instituicdes de ensino, pesquisa e
extenséo, por partilharem ao publico os resultados dos trabalhos desenvolvidos por
seus grupos de pesquisa. Esperamos que os trabalhos aqui apresentados possam
inspirar outros estudos voltados as Ciéncias Florestais.

Cristina Aledi Felsemburgh
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CAPITULO 16

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MODULADORA
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RESUMO: Infec¢des provocadas por patdogenos

Empreendedorismo e Inovagédo na Engenharia Florestal 2

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

multirresistentes tém elevado os indices de
mortalidade em todo o mundo, o que tem levado
pesquisadores a buscar novas alternativas
terapéuticas. Espécies do género Eucalyptus
sao conhecidas por produzirem substancias
com acao antimicrobiana. Dessa forma, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana e moduladora do extrato
etandlico de E. camaldulensis Dehn, frente a
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
antibidticos beta-lactamicos. O extrato etandlico
foi obtido a partir da maceragao das folhas secas
de E. camaldulensis com etanol absoluto. A
concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato
foi determinada pelo método de microdiluicao
em caldo utilizando microplacas de 96 pogos.
A CIM dos antibidticos foi realizada utilizando-
se 0 mesmo método, na presenga e auséncia
do extrato vegetal. Constatou-se que, o extrato
etandlico desta espécie
atividade antibacteriana (CIM > 1000 pg mL-
') quando testado

nao apresentou
isoladamente. Quando
associado aos farmacos beta-lactamicos, o
mesmo potencializou suas agdes, frente as
cepas testadas, com exceg¢ao da ceftriaxona
para S. aureus 23 e da cefuroxima para S.
aureus MED 55. Este resultado sugere que o
extrato avaliado tem capacidade de modificagao
e reducdo da resisténcia bacteriana. Deste
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modo, observa-se que o extrato pode representar uma nova fonte de compostos
bioativos uteis para o tratamento de infecgdes por S. aureus. Entretanto, estudos
posteriores devem ser realizados com uma variedade maior de cepas resistentes,
além da utilizacdo de outros farmacos para uma compreensdo dos mecanismos de
acgao entre os compostos e sua posterior utilizacdo na industria farmacéutica.
PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia bacteriana, produtos naturais, atividade biologica.

ANTIMICROBIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF EUCALYPTUS
CAMALDULENSIS DEHN AGAINST MULTIRESISTANT STRAINS OF
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

ABSTRACT: Infections caused by multiresistant pathogens have raised mortality rates
worldwide, prompting researchers to seek new therapeutic alternatives. Species of the
genus Eucalyptus are known to produce substances with antimicrobial action. Thus,
the objective of this research was to evaluate the antimicrobial and modulatory activity
of the ethanolic extract of E. camaldulensis Dehn, against strains of Staphylococcus
aureus resistant to beta-lactam antibiotics. The ethanolic extract was obtained from the
maceration of the dry leaves of E. camaldulensis with absolute ethanol. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of the extract was determined by the broth microdilution
method using 96-well microplates. The MIC of the antibiotics was carried out using the
same method, in the presence and absence of the plant extract. It was verified that, the
ethanolic extract of this species did not present antibacterial activity (MIC > 1000 ug
mL"). When it was associated with beta-lactam drugs, it potentiated its actions against
the strains tested, with the exception of ceftriaxone for S. aureus 23 and cefuroxime
for S. aureus MED 55. This result suggests that the extract evaluated has the ability to
modify and reduce bacterial resistance. Thus, it is noted that the extract may represent
a novel source of bioactive compounds useful for the treatment of S. aureus infections.
However, further studies should be carried out with a larger variety of resistant strains,
as well as the use of other drugs for an understanding of the mechanisms of action
between the compounds and their subsequent use in the pharmaceutical industry.
KEYWORDS: Bacterial resistance, natural products, Biological activity.

11 INTRODUCAO

A descoberta dos antibiticos se caracterizou como um marco muito importante
para a medicina, pois diminuiu de forma drastica as taxas de mortalidade causadas
por doencas infecciosas. No entanto, o uso destes medicamentos de forma
indiscriminada gerou outro grande problema para a saude publica: o surgimento de
microrganismos resistentes (KUMAR, SCHWEIZER, 2005).
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A terapia antibacteriana baseada na automedicagcdo, a qual geralmente é
realizada de maneira inadequada, tem sido um dos principais fatores que contribuem
para o agravamento desse problema. Em muitos casos um farmaco antibacteriano
€ utilizado contra um patégeno para o qual ndo é indicado. Em outros casos o
tratamento é prolongado ou abreviado. Essas praticas elevam substancialmente as
chances do surgimento de micro-organismos resistentes (LIVERMORE, 2003).

A descoberta de novos farmacos capazes de combater os mutantes resistentes
nao é tao rapida quanto o surgimento da resisténcia bacteriana, o que significa que
€ necessaria uma intensificacdo na busca por novas substancias eficazes, para a
sua insercao nas terapias contra estes patogenos (WHO, 2012).

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos microrganismos incluem
a reducédo da permeabilidade da parede celular, alteracdo dos sitios alvos dos
antibiéticos, expulsdo das substancias através de bombas de efluxo e inativacéo
das drogas por meio da producado de enzimas (BARBOSA, LEVY, 2000). Um dos
principais mecanismos € a producdo de betalactamases (SANDERS, SANDERS,
1992), enzimas que quebram a estrutura quimica de farmacos antimicrobianos
beta-lactamicos, inativando-os (MACEDO et al., 2005).

A utilizacdo de produtos de origem vegetal tem se mostrado como uma forte
estratégia para diminuir esta resisténcia. Isso porque metabdlitos secundarios
vegetais tém a capacidade de interferir na célula bacteriana interferindo em seus
mecanismos de acgdo (SILVA, 2010). Por ser uma mistura de substancias bioativas,
extratos vegetais tem a capacidade de atuar através diversos mecanismos de acgéo
simultaneamente, dificultado o surgimento de resisténcia (MATIAS et al., 2013).

Além do uso de extratos vegetais, o uso conjunto de produtos naturais e
farmacos sintéticos vem sendo cada vez mais testado por diversos pesquisadores
em todo o mundo, pois esta associacdo pode modificar a resisténcia microbiana e
vem mostrando resultados satisfatorios (COUTINHO et al., 2010; CHAVES et al.,
2016).

Uma espécie promissora para estudos bioprospectivos é Eucalyptus
camaldulensis Dehn, arvore nativa da Australia, porém amplamente cultivada no
Brasil (MORA, GARCIA, 2000). Pertencente a familia Myrtaceae, € uma espécie
bastante utilizada na medicina popular no tratamento de inflamag¢des de garganta,
tosses e diarreias (DIBAX, 2004; AL-DOURI, AL-ESSA, 2010; MONTANI, 2012).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
e moduladora do extrato etandlico de E. camaldulensis Dehn, frente a cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Obtencao do material vegetal

As folhas de E. camaldulensis foram coletadas na zona rural da cidade de Bom
Jesus, Sul do estado do Piaui, Brasil. Foi feita uma exsicata, a qual foi depositada no
herbéario Graziela Barroso Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Petrénio
Portella, em Teresina-Pl, com namero 28.835.

Preparacao do extrato

O material vegetal foi dessecado em estufa de circulacdo de ar a 40°C
e posteriormente triturado para a obtencao de um poé fino. Apds esta etapa, foi
submetido ao processo de extragdo por maceragdo com etanol absoluto por cinco
dias a temperatura ambiente (25 = 3 °C), na proporcao 200 g da planta para 1000
mL de solvente. Em seguida, a mistura foi filtrada. Ap6s a filtragem, o extrato foi
concentrado em evaporador rotativo a 40°C obtendo-se o Extrato Etandlico Bruto
(EEEc).

Ensaios Microbiol6gicos

Foram utilizados isolados clinicos multirresistentes de Staphylococcus aureus:
S. aureus 29 - produtora de B-lactamase (penicilinase) (resistente a penicilinas);
S. aureus 55 (MRSA) - portador do gene mecA (resistente a antibiéticos beta-
lactamicos). As cepas bacterianas foram mantidas em tubos com inclinagbes de
Agar Mueller-Hinton, sendo, antes dos ensaios, cultivadas a 37 °C por 24 horas, em
placas com 0 mesmo meio de cultura.

Determinacao da concentracao Inibitéria Minima

A concentracado inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em placas de 96 cavidades (CLSI, 2012), usando caldo Mueller-
Hinton. Coldnias dos microrganismos foram suspensas em solugcédo salina 0,9%,
até atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland.
Foram realizadas diluicbes seriadas em um intervalo de concentragdes entre 1000
e 3,9 ug mL". Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 = 1°C durante 24
h. O crescimento bacteriano foi indicado pela adicdo de 20 L de solugdo aquosa
de resazurina a 0,01 %, com nova incubacdo a 37 ° C =1 °C durante 2 h. A CIM
foi definida como a menor concentracdo onde néo houve crescimento microbiano
visivel. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Modulacao da Resisténcia Microbiana

A avaliacdo dos produtos naturais como moduladores da resisténcia a
antibioticos foi realizada de acordo com Coutinho et al. (2010). Foram utilizados
antibacterianos beta-lactamicos (ceftriaxona, cefuroxima, cefalexina e amoxicilina),
os quais tiveram suas CIMs determinadas na presenca e na auséncia dos produtos
naturais em concentragdes sub-inibitorias (CIM/8). A concentragcéo dos antibidticos
variou entre 1000 e 0,01 yg mL"'. As placas foram incubadas como descrito
anteriormente e cada ensaio foi realizado em triplicata.

Analise Estatistica

Os valores obtidos foram expressos em média geométrica e submetidos a
analise de variancia ANOVA (Two Way) seguido do pés-teste de Bonferroni adotando
0s niveis de significancia estatistica p< 0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato, quando avaliado isoladamente, ndo apresentou atividade
antibacteriana significativa (CIM > 1000 yg mL™"). Dados presentes na literatura
corroboram estes resultados. Em estudos realizados por Behbahani et al., (2013),
os valores de CIM do extrato etandlico das folhas de E. camaldulensis foram de
2000 pyg mL'. De maneira similar, Abubakar (2010) também encontrou valores de
CIM superiores a 1000 yg mL™".

Estudos com este mesmo tipo de extrato sdo escassos na literatura, porém,
testes realizados outros tipos de extratos revelam variagoes de resultados. O extrato
metandlico das folhas da espécie, resultaram em inibicao do crescimento bacteriano
de isolados clinicos provenientes de infec¢cbes gostrointestinais, como Escherichia
coli, Peseudomonas aeruginosa e Salmonela typhi (ADENIYI, AYEPOLA, 2008).
Extratos hidroalcodlicos desta planta também apresentaram ac&o antimicrobiana
contra microrganismos da boca humana (GAMBATO et al., 2014). Quando a esséncia
avaliada foi seu 6leo, demostrou atividade frente a cepas de Staphylococcus aureus
(AKIN et al., 2010).

Esta variacdo de resultados esta relacionada com o tipo de solvente utilizado
na preparacao dos extratos, assim como a origem do material vegetal e as condicoes
ambientais do local onde esse material foi obtido. Chaves et al. (2013), mostram
que a sanidade da planta, o horério e a época de coleta das plantas podem interferir
na composicao quimica e concentragcao dos compostos ativos.
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Estudos sobre a composicdo geral de substancias de extrato de E.
camaldulensis, demonstram que 0 mesmo apresenta diversas substancias com
potencial atividade biolégica como, fendis, taninos, xantonas, saponinas, alcaloides,
triterpendides, entre outros (SANTANA, 2015). Avaliagcées a partir do seu extrato
hidroalcodlico também demonstraram a presenca de alguns destes compostos
como, taninos, saponinas e flavonoides (GAMBATO et al., 2014). EI-Ghorab et al.,
(2003), realizaram uma separacéo das substancias presentes neste tipo de extrato
das folhas de E. camaldulensis, os quais obtiveram como resultado, como sendo
substancias predominantes, o acido galico e o elagico, a quem eles atribuiram o
potencial antioxidante resultante de seu estudo.

Quando associado aos antibiéticos avaliados, o extrato possibilitou a
potencializagcdo da agao antimicrobiana dos farmacos, em ambas as cepas testadas,
com excegao da ceftriaxona, quando testado com a cepa de S. aureus 23 (figura 1)
e da cefuroxima com a S. aureus MED 55 (figura 2). As CIMs de todos os outros

antimicrobianos foram potencializadas, quando combinados ao produto vegetal.
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Figura 1. Atividade moduladora do extrato etandlico de E. camaldulensis frente a cepa
resistente de Staphylococcus aureus 29 sobre antibibticos beta-lactamicos.

Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05). ns - Diferenca estatisticamente ndo
significativa. AMX - amoxicilina; CFT — ceftriaxona; CFL — cefalexina; CFU — cefuroxima.

Empreendedorismo e Inovagédo na Engenharia Florestal 2 Capitulo 16




10004
800+
600+
400+

200~
1004
304
604

401

Bl Antibiotico + EEEc
B Antibidtico

CIM (pg mL™")

Figura 2. Atividade moduladora do extrato etan6lico de E. camaldulensis frente a cepa
resistente de Staphylococcus aureus MED 55 (MRSA) sobre antibi6ticos beta-lactamicos.

Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05). ns - Diferenca estatisticamente ndo
significativa. AMX - amoxicilina; CFT — ceftriaxona; CFL — cefalexina; CFU — cefuroxima.

Os beta-lactamicos s&o a classe de antimicrobianos mais prescrita em todo o
mundo e caracterizam-se por apresentar em sua estrutura o anel B-lactamico. Este
€ responsavel pela atividade dos farmacos, que atuam na inibicdo da sintese da
parede celular bacteriana, através da ligacdo do antimicrobiano com as proteinas
ligadoras de penicilina (PBP - penicillin binding protein) as quais agem na sintese
de peptidoglicano presente na parede (BRUNTON, 2012). A funcdo da parede
celular € manter a integridade celular, e caso esta estrutura esteja comprometida,
as bactérias ficam susceptiveis a uma lise osmatica, visto que a osmolaridade no
interior da célula bacteriana é substancialmente mais elevada que o meio externo
(TENOVER, 2006).

De maneira similar a grande parte dos antimicrobianos, existem trés
mecanismos primarios de resisténcia que inativam os antimicrobianos beta-
lactamicos. O primeiro se da através da acédo de enzimas B-lactamases, as quais
realizam a hidrélise do anel B-lactamico antes que o farmaco alcance o sitio alvo.
O segundo mecanismo é o desenvolvimento de transpeptidases de parede celular
insensiveis a B-lactdmicos e o mecanismo final é dificultar o acesso do antibidtico
ao alvo por meio de alteracao de permeabilidade ou a expulsao ativa por bomba de
efluxo (WILKE et al., 2005).

Uma alternativa para combater a resisténcia bacteriana reside na combinagéo
de antibidticos e substancias adjuvantes que, apesar de apresentem pouca ou
nenhuma atividade antimicrobiana, atuam para bloqueando mecanismos de
resisténcia ou aumentar a acao antibidtica (BUSH; BRADFORD, 2016; TYERS;
WRIGHT, 2019)
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Embora haja escassez de trabalhos que facam esse tipo de associagéo
utilizando extrato de E. camaldulensis e antimicrobianos, foi observado que
o0 Oleo essencial desta espécie potencializou a atividade de antibidticos beta-
lactamicos (CHAVES et al., 2018). Combinacdes de extratos de outras espécies
do género Eucalyptus e antimicrobianos foram testadas e apresentaram resultados
promissores. Testes realizados por Pereira et al. (2014), mostraram que associacdes
entre diferentes extratos de E. globulus e gentamicina obtiveram efeito sinérgico em
mais de 50% dos testes.

Estudos fitoquimicos anteriores com E. camaldulensis demonstraram a
presenca de compostos como acido galico e acido elagico (EL-GHORAB, 2003).
Em testes in vitro, foi demonstrado que o acido galico potencializou a atividade de
antimicrobianos de diferentes classes, entre elas a dos B-lactamicos (CHAVES et
al., 2016). Este produto natural tem a capacidade de desestruturar a membrana
celular bacteriana alterando sua permeabilidade (BORGES et al., 2013). O acido
elagico apresenta atividade antimicrobiana em virtude de sua capacidade de inibir
a atividade da DNA girasse, interferindo diretamente no processo de replicacao do
DNA (WEIDNERWELLS et al., 1998).

41 CONCLUSOES

Conclui-se que o extrato etandlico de E. camaldulensis nao apresentou
atividade antibacteriana significativa sobre as cepas testadas. No entanto, ao ser
associado a antibi6ticos B-lactamicos, potencializou a atividade deles na maioria
dos ensaios. E. camaldulensis pode representar uma nova fonte de compostos
bioativos Uteis para o tratamento de infec¢des por S. aureus.
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