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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS DE
Cinnamomum triplinerve E Ocotea diospyrifolia ISOLADAMENTE E EM SINERGIA
COM AMICACINA CONTRA Klebsiella pneumoniae RESISTENTE A POLIMIXINA B
RESUMO

O desafio da resitencia antimicrobiana representa uma crescente ameaca a satde global,
limitando a eficacia de terapias disponiveis para o controle da disseminacdo de microrganismos
resistentes. Dada a urgéncia deste cenario, é importante a busca por abordagens alternativas
para combater esses microrganismos. Os 6leos essenciais (OE), devido ao seu potencial
sinérgico com antimicrobianos convencionais, surgem como um caminho promissor para
melhorar a eficacia do tratamento. Este estudo teve como objetivo investigar a atividade
antimicrobiana dos OE, Cinnamomum triplinerve (CtOE) e Ocotea diospyrifolia (OdOE),
individualmente e em combinagdo com o antimicrobiano convencional amicacina, frente ao
isolado clinico de Klebsiella pneumoniae multirresistente. A analise quimica revelou (E) —
nerolidol como o principal constituinte do CtOE, enquanto a-bisabolol demonstrou ser o
composto marjoritario de OdOE. A atividade antimicrobiana dos CtOE e OdOE foi determinada
por meio do método microdiluicdo em caldo. No entanto, ambos os dleos essenciais, quando
testados isoladamente, ndo inibiram o crescimento do isolado clinico de K. pneumoniae
multirresistente. Através do método Checkerboard, as combinacdes de CtOE e OdOE com
amicacina (AMK) demonstraram uma interacdo sinérgica, com valores de FICI = 0.5. A
sinergia de ambas as combinagfes demonstrou a capacidade de diminuir significamente a
formacéo de biofilme desse isolado quando comparado ao controle de crescimento. O tempo de
morte do isolado quando submetido as concentragbes desejadas das combinacgdes foi
apresentada no periodo de 3 e 2 horas sob contato com as concentragfes de CtEO+AMK e
OdEO+AMK respectivamente. Bem, como o ensaio de extravasamento de proteina demonstrou
elevadas concentracfes de proteinas extravasadas de células bacterianas entre 71.6 e 79.16
Hg/mL da combinacdo de CtEO+AMK e OdEO+AMK e nos respectivos horérios. As
combinag6es tambem foram avaliadas através da interagdo com globulos vermelhos, nas quais
demonstraram pouca ou nenhuma interagdo. A capacidade das combinacdes de CtEO+AMK e
OdEO+AMK aumentaram a sobrevida em taxas de 71.6% e 79.16% quando comparadas ao
controle de infeccdo em modelo alternativo Caenorhabditis elegans. Em resumo, as
combinagbes avaliadas apresentaram potencial para inibir o crescimento de K. pneumoniae
multirresistente, representando uma alternativa promissora ao desenvolvimento de novos

antimicrobianos voltado ao tratamento de infec¢des causadas por este patdgeno.

Palavras-chaves: Oleos Essenciais, Metabolitos secundarios, Sinergismo, Checker board



EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS FROM
Cinnamomum triplinerve AND Ocotea diospyrifolia ALONE AND IN SYNERGY WITH
AMIKACIN AGAINST POLYMYXIN B-RESISTANT Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

The challenge of antimicrobial resistance represents a growing threat to global health,
limiting the effective therapies available for controlling the spread of resistant microorganisms.
Given the urgency of this scenario, it is important to search for alternative approaches to combat
these microorganisms. Essential oils (EOs), due to their synergistic potential with conventional
antimicrobials, emerge as a promising pathway to enhance treatment efficacy. This study aimed
to investigate the antimicrobial activity of EOs, Cinnamomum triplinerve (CtEO) and Ocotea
diospyrifolia (OdEO), individually and in combination with the conventional antimicrobial
amikacin, against clinical isolates of multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae. Chemical
analysis revealed (E)-nerolidol as the main constituent of CtEO, while OdEO was dominated
by a-bisabolol. The antimicrobial activity of CtEO and OdEO was determined using the broth
microdilution method. However, both essential oils, when tested alone, did not inhibit the
growth of the multidrug-resistant K. pneumoniae clinical isolate. Through the Checkerboard
method, combinations of CtEO and OdEO with amikacin (AMK) demonstrated a synergistic
interaction, with FICI values = 0.5. The synergy of both combinations demonstrated the ability
to significantly decrease biofilm formation of this isolate compared to the growth control. The
time to death of the isolate when subjected to the desired concentrations of the combinations
was presented within the period of 3 and 2 hours upon contact with the concentrations of
CtEO+AMK and OdEO+AMK, respectively. Additionally, the protein leakage assay
demonstrated high concentrations of leaked proteins from bacterial cells between 71.6 and
79.16 pg/mL of the combination of CtEO+AMK and OdEO+AMK, respectively, at the
respective time points. Both combinations were also evaluated for interaction with red blood
cells, showing little to no interaction. The ability of the combinations of CtEO+AMK and
OdEO+AMK increased survival rates by 71.6% and 79.16%, respectively, when compared to
the infection control in the alternative model Caenorhabditis elegans. In summary, the
evaluated combinations showed potential to inhibit the growth of MDR K. pneumoniae,
representing a promising alternative to the development of new antimicrobials aimed at treating

infections caused by this pathogen.

Keywords: Essential Oils, Secondary metabolites, Synergism, Checkerboard.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) emerge como um dos principais desafios para a
salde publica. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a RAM contribuiu
para 1,27 milhdes de mortes em 2019, e afetou 87 paises em 2020. Diante desse cenario, as
projecdes indicam um aumento exponencial, podendo extrapolar sete vezes 0s nimeros de 2019
(ABAT et al., 2017; OMS, 2022). A ineficacia dos antibiéticos convencionais frente a um
numero crescente de infecgdes bacterianas, caracteriza-se como uma preocupagdo global,
devido aos seus significativos impactos, tais como a elevacdo da mortalidade entre pacientes
colonizados por isolados resistentes, prolongamento de hospitalizaces e consequentemente o
aumento de custos medicos (ABAT et al., 2017).

O uso excessivo e indevido de antibidticos tem acelerado o fendbmeno da resisténcia,
reduzindo significativamente o numero de novas classes de antimicrobianos disponiveis na
industria farmacéutica. Esse declinio tem levantado preocupacfes sobre capacidade da
medicina de combater eficazmente as infec¢fes bacterianas. Tal escassez pode ser atribuida a
varios fatores, incluindo desafios econdmicos, temporais e regulamentares, desestimulando as
industrias a investir no desenvolvimento de novas classes antimicrobianas (BOUCHER et al.,
2013; SPELLBERG; BARTLETT; GILBERT, 2013). Assim, a busca por terapias alternativas
tornou-se crucial, levando a exploracdo dos Oleos essenciais (OES) e seus metabdlitos
secundarios, que apresentam potencial para atuar em diversos mecanismos contra
microrganismos, configurando-se como candidatos promissores para terapias antimicrobianas
alternativas (MITTAL; RANA; JAITAK, 2019; NOSTRO; PAPALIA, 2012).

Os 6leos essenciais, ao serem usados sinergicamente com antibioticos, ndo apenas
potencializam a eficacia do tratamento mas também reduzem a necessidade de altas doses de
antibioticos, minimizando o risco de emergéncia de resisténcia bacteriana (ALAM et al., 2022;
DIDEHDAR et al., 2022; FURLANI et al., 2021). Nesse contexto, este estudo teve como
objetivo avaliar in vitro e in vivo, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais frente ao
isolado clinico de K. pneumoniae multirresistente, tanto de forma isolada e em combinacao com

amicacina.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Resisténcia a antibioticos

A acdo dos antimicrobianos foi uma das descobertas mais importantes capazes de
garantir a melhora da qualidade da satide humana através da prevencéo de infecgdes bacterianas
fatais (PULINGAM et al., 2022). Esses compostos desempenharam um papel crucial nas
tentativas de prevenir e tratar infeccdes bacterianas durante a segunda metade do seculo XIX,
resultando rapidamente no decaimento das taxas de mortalidade causadas por essas infec¢des
em 80% (MILLER-PETRIE; PANT; LAXMINARAYAN, 2017).

Com o amplo sucesso desses medicamentos, as empresas farmacéuticas de todo o
mundo comecgaram a expandir a producao dos mesmos no ano de 1943, chegando a bilhGes de
unidades produzidas por més. Devido o sucesso de prevencdo, alguns paises decidiram remover
as restricOes de liberacdo desses compostos para 0 mercado civil no ano de 1945, tornando-se
a utilizacdo desses medicamentos de maneira desenfreada pela populacdo, tal situagéo
desencadeou rapidamente os fatores que contribuem para a resisténcia a esses medicamentos e
consequentemente a perca de eficacia dos antimicrobianos (BURKI, 2018).

A RAM é considerada uma das principais ameacas a saude publica e socioecondémico
do século XXI, pois com 0 aumento gradativo do consumo global de antibi6ticos ao longo do
tempo, contribui para a diminui¢do da eficécia e prevencdo e do tratamento de um nimero cada
vez maior de infeccdes, resultando assim, no aumento da taxa de mortalidade (HOU et al.,
2023). Este cenario é considerado uma questdo que deve ser tratada de maneira urgente, e no
qual requer um plano de acdo coordenado de todos os setores do governo e da sociedade para a
obtencgéo de sucesso (OMS, 2014).

Diversos elementos de risco desempenham um papel significativo no
desenvolvimento e na propagacdo da resisténcia bacteriana. Os fatores de risco associado ao
aparecimento de resisténcia incluem o uso excessivo e indevido de antibioticos, praticas
inadequadas de controle de infecgbes em ambientes de saude, tratamento secundario para
contencdo de pandemia, saneamento e higiene deficientes e 0 uso generalizado de antibioticos
na agricultura e na pecudria. Contribuindo para o surgindo e a rapida propagacéo de isolados
rmultirresistentes(ALARA; ALARA, 2024; CANAN-ROCHENBACH et al., 2022;
REHMAN, 2023).

No ano de 2019, houve uma estimativa de que a resisténcia antimicrobiana foi
responsavel diretamente por alcancar 4,95 milhdes de mortes no ano (O’NEILL, 2016), caso
nada for feito para frear esse fendmeno estima-se que o nimero de mortes aumente em todo o

mundo para mais de 10 milhdes por ano até 2050. Esse impacto sera expandido ao cenario
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economico pois de acordo com a expansdo da RAM, as despesas com os cuidados de saude
também aumentardo, podendo resultar em uma perca mundial de 3,8% de seu PIB anual até
2050, resultando no gasto de US$ 6,1 trilhdes (ABAT et al., 2017; PACIOS et al., 2020;
ZHANG et al., 2024).

Quando ocorre a associacdo de resisténcia aos antimicrobianos as infecgoes
relacionadas a assisténcia a satde (IRAS), o cenario se torna ainda mais alarmante. Segundo a
OMS, as IRAS séo infeccdes adquiridas pelo paciente durante o atendimento em um hospital e
ndo estavam presentes ou em incubagdo no momento da admisséo, essas infecgdes podem ser
causadas por microrganismos com diversos mecanismos de resisténcia a antibioticos, no qual
acomete cerca de um em cada 10 pacientes hospitalizados (Figura 1A)(OMS, 2016).

Os hospitais constituem uma forte e importante fonte de infeccdes (SANTOS DE
QUEIROQOZ, 2004), e as consequéncias dessas infec¢des incluem a rapida deterioracdo da saude
dos pacientes e um prolongamento do tempo de internacdo. As altas taxas de ocorréncia das
infeccdes hospitalares ocorre de acordo com a unidade de tratamento, sendo que nas Unidades
de Terapia Intensiva (UTIs) encontram-se pacientes em estado mais grave e com defesa
imunoldgica comprometida, condicdes clinicas predisponentes ao surgimento de infeccédo
(Figura 1C) (LOYOLA-CRUZ et al., 2023).

O aumento constante de casos de IRAS causadas por microrganismo com resisténcia a
antibioticos resultou na necessidade da emissdo de um relatorio com a tematica da necessidade
de novas terapias para combater os microrganismos patdgenos, principalmente para 0s
microrganismos do grupo denominado ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeroginosa e
Enterobacter spp.) (LOYOLA-CRUZ et al., 2023).

Esses patdgenos contribuem significativamente para a carga de doencas em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (DENISSEN et al., 2022). Pois apresentam habilidades
intrinsecas para desenvolver mecanismos de resisténcia, exibindo assim, a capacidade de
desenvolver resisténcia a varias classes de antimicrobianos presentes no mercado,
principalmente os antimicrobianos considerados de ultima linha de tratamento, como 0s
glicopeptideos, carbapenémicos e polimixinas (ZAMAN et al., 2017).

Portanto, para limitar o uso excessivo de antibiéticos no ano de 2015, a OMS
desenvolveu um documento denominado Plano de Ac¢do Global sobre RAM (GAP-AMR)
(OMS, 2017), com o objetivo de atuar na prevencdo de infecgcbes e controlar a administracao
dos antimicrobianos (KHOUJA; TADROUS; SUDA, 2022). O plano tem como principais

estratégias, aumentar a conscientizacdo e a compreensdo sobre a resisténcia através de
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educacdo, fortalecer a pesquisa e a vigilancia, reduzir a incidéncia de infeccbes com medidas

de antimicrobianos em humanos e animais por meio de

diretrizes de prescricdo e promover a inovagdo em novos tratamentos e diagnosticos.

B
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Figura 01. Cenério da resisténcia antimicrobiana a) Processo de selecdo e disseminacdo de
bactérias resistentes sob tratamento antibi6tico; b) Cenéario farmacéutico: baixo investimento

no desenvolvimento de novos antibidticos; ¢) Desafios no cenario hospitalar relacionados a

infeccdo, ineficacia no tratamento > consequéncias

(disseminacdo, tempo de estadia prolongada, maior letalidade). Fonte: Préprio autor, 2023.

2.2. Infec¢bes causadas por isolados de K. pneumoniae multirresistente

Klebsiella pneumoniae é um patdgeno oportunista Gram-negativo pertencente a familia

aproximadamente 10% das infeccbes bacterianas
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nosocomiais, e responsavel por uma taxa de mortalidade de 50% entre pacientes que apresenta
um quadro de pneumonia causada por esse microrganismo. No ano de 2019, a K. pneumoniae
foi classificada como o terceiro microrganismo mais fatal. Portanto, a OMS reconheceu o
isolado resistente como questdo prioritaria, pois possui alta capacidade de adquirir
caracteristicas de resisténcia a antibioticos, resultando na indisponibilidade de terapia eficaz
frente a esse microrganismo (KARAMPATAKIS; TSERGOULI; BEHZADI, 2023; MARTIN;
BACHMAN, 2018; MURRAY et al., 2022; ZHEN et al., 2020).

O aumento na prevaléncia de K. pneumoniae multirresistente € observado em areas
urbanas densamente povoadas e com alta utilizacdo de servicos de saude, resultando em taxas
de infeccdo por esses microrganismos de aproximadamente 12% em paises desenvolvidos e
19,1% em paises em desenvolvimento. A Asia é o continente que ocorre a maior incidéncia de
aparecimento de isolados de K. pneumoniae MDR com 98.1%, América do Sul aparece em
segundo lugar com uma estimativa de 72.4%, seguido da América do Norte com 13% e TUnisia
com 3.1%. Eventualmente, os surtos de propagacdo desse isolado clinico ocorre em ambientes
de saude, especialmente em unidades de terapia intensiva (UTI) e instalacdes de cuidados de
longo prazo (ASRI et al., 2021; GHASHGHAEE et al., 2018).

O relatério elaborado pela OMS, revela que microrganismos como K. pneumoniae estéa
entre os principais responsaveis por alta frequéncia de sepse em hospitais e apresentou niveis
de acima de 50% de resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com dados relatados, no
entanto, 8% das sepses causadas por K. pneumoniae eram resistentes aos carbapenémicos,
aumentando a possibilidade de morte por uma infeccdo intratavel (OMS, 2022). Devido a
limitacdo de antimicrobianos para a realizacdo de tratamentos em isolados que ja apresentava
resisténcia, as polimixinas voltaram a se tornar alvo para clinica médica (AYE et al., 2020).

Contudo, o aparecimento e disseminacdo de isolados de K. pneumoniae resistente a
polimixina ja vem sendo observado em diferentes partes do mundo. Muitos mecanismos estéo
envolvidos na resisténcia a polimixina, incluindo a alteragdo do gene mgrB e aquisi¢do de
plasmideo com MCR (DA SILVA et al., 2020). Motivo de grande apreensdo para a salde
publica, pois tal cenario resulta em elevadas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes
hospitalizados. A polimixina é uma das poucas opcOes terapéuticas restantes para infecgoes
causadas por patdgenos Gram-negativos multirresistentes. Esse fato reduz substancialmente as
escolhas de tratamento disponiveis, aumentando o risco de condic¢Bes fatais para pacientes
colonizados por esses microrganismos (BURKI, 2018).

Além disso, a facilidade com que as bactérias resistentes aos antibioticos podem

espalhar dentro e fora dos ambientes de saude sublinha a urgéncia de abordar este problema
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através de medidas reforgadas de controle de infecgdes. Tornando-se a propagacao de infeccdes
causadas por K. pneumoniae resistente a polimixina B um problema significativo no dominio
dos cuidados de saude e da gestdo (DE OLIVEIRA et al., 2020; MOUBARECK, 2020).

2.3.Mecanismos de resisténcia a antibioticos

A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode surgir por meio de mecanismos
intrinsecos ou adquiridos. A resisténcia intrinseca refere-se a capacidade natural de uma espécie
de se adaptar a acdo de um antibiotico especifico devido as suas caracteristicas estruturais e
funcionais inatas, sem a necessidade de adquirir novos genes ou sofrer mutacdes. Essas
caracteristicas podem incluir barreiras fisicas, como a presenca de membranas externas espessas
em algumas bactérias Gram-negativas, que dificultam a penetracdo dos antibidticos. Além
disso, algumas bactérias podem produzir enzimas que inativam os antibidticos, tornando-0s
menos eficazes. Essas caracteristicas intrinsecas podem ser geneticamente determinadas e sao
fundamentais para a sobrevivéncia das bactérias em seu ambiente natural.

Em contraste, a resisténcia adquirida pode surgir de varias maneiras, incluindo mutacdes
no DNA bacteriano ou pela aquisicdo de genes de resisténcia através de mecanismos como a
transferéncia horizontal de genes. Tal situagdo, pode resultar na producdo de enzimas que
inativam os antibioticos, ou o desenvolvimento de bombas de efluxo que removem os
antibioticos das células bacterianas. Além disso, mutacGes genéticas podem ocorrer
naturalmente, levando a modificagfes nas proteinas alvo dos antibidticos ou em sistemas de
regulacdo génica. Essas alteracBes permitem que as bactérias resistam aos efeitos dos
antibidticos, dificultando o tratamento de infec¢des bacterianas e aumentando os riscos de
complicacdes graves e morte (BAPTISTA, 2013; DAVIES; DAVIES, 2010; DE OLIVEIRA et
al., 2020). Esses mecanismos sdo adquiridos ao longo do tempo em resposta a pressao seletiva
exercida pela exposicdo repetida aos antibiéticos (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014;
WRIGHT, 2003).

O surgimento de cepas resistentes a polimixina representa uma ameaca significativa
para a saude publica, sublinhando a necessidade urgente de investigacdo continua e de
estratégias inovadoras para combater eficazmente a resisténcia aos antibiéticos (OLAITAN;
MORAND; ROLAIN, 2014). Nesses cenarios, a resisténcia bacteriana pode se espalhar

rapidamente entre a populacdo, exacerbando ainda mais o problema.
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2.4.0 impacto da pandemia de COVID-19 na resisténcia bacteriana.

O surgimento e rapida disseminacdo do virus SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria
aguda grave ), agente causador da doenca de coronavirus 2019 (COVID-19), culminou em mais
de 6,8 milhdes de mortes em todo o mundo, criando um estado de alerta global (LI et al., 2023).
Os sistemas de salde, enfrentando uma enfermidade pouco compreendida, tiveram que se
adaptar rapidamente ndo apenas ao gerenciamento da pandemia, mas também aos efeitos
secundarios causadas pela mesma (LOYOLA-CRUZ et al., 2023; PATTON et al., 2024).

A pressdo sob os sistemas de salde levou, indiretamente, ao uso indiscriminado de
antimicrobianos de amplo espectro. Devido a sobrecarga dos hospitais e a escassez de recursos
para a prevencdo e controle de infeccdes, muitos optaram por prescrever esses medicamentos
na tentativa de prevenir doencas secundarias em pacientes com COVID-19 (RAWSON et al.,
2020; SHARMA et al., 2020). Contudo, essa pratica pode intensificar o surgimento e
disseminacéo de resisténcia bacteriana e de microrganismos mais virulentos, agravando ainda
mais as infeccBes associadas a assisténcia a satude (INTRA et al., 2020).

Um estudo retrospectivo relatou que a colonizacdo por Enterobacteriaceae resistentes
aos carbapenémicos, aumentou de 6,7% para 50% entre 2019 a 2020 (REHMAN, 2023). LI et
al.,(2020) isolaram 159 cepas bacterianas de 102 pacientes com COVID-19 e infeccoes
secundarias, desses isolados A. baumannii, K. pneumoniae e Stenotrophomonas maltophilia
foram as mais comuns, com taxa de resisténcia aos carbapenémicos de 91,2% para A.
baumannii e 75,5% para K. pneumoniae (LI et al., 2020). Na Franga, identificaram que 26
pacientes com COVID-19 em UTI apresentavam uma co-infec¢do bacteriana, entre os quais 0s
isolados apresentavam multiresisténcia (CONTOU et al., 2020).

Diante desse cenario preocupante, torna-se imperativo adotar medidas e estratégias
robustas para controlar e tratar o avanco da resisténcia bacteriana, particularmente em um
ambiente ja estressado pela pandemia de COVID-19.

2.5. Oleos essenciais como uma abordagem alternativa para o tratamento de infecgoes
bacterianas

Diante da crescente disseminacdo de microrganismos resistentes aos antibidticos
convencionais, torna-se essencial explorar terapias alternativas.Neste contexto, a utilizacao de
6leos essenciais (OE) para tratamento de salde, pode ser utilizada como abordagem
complementar a medicina tradicional, oferecendo uma abordagem natural, segura e
economicamente viavel (CHELOUATI et al., 2023).0s OE sdo compostos aromaticos
altamente concentrados, extraidos de varias partes das plantas, como folhas, caules, flores,

sementes ou raizes possuem as propriedades terapéuticas da planta de origem.
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Os OE sao obtidos através de processos como destilacdo possuem uma gama de
compostos organicos volateis, incluindo terpenos, aldeidos, fenois e entre outros compostos
imbuem de uma ampla gama de beneficios potenciais a saude. Indmeras investigacGes
cientificas relacionam os compostos presentes nos OEs aos seus efeitos antimicrobianos,
antifingicos, antivirais, antitumoral, antioxidante e anti-inflamatérios (ALI et al., 2015;
D’AGOSTINO et al., 2019).

A utilizacdo de Oleos essenciais surgiu como um agente promissor de terapias
alternativas para o tratamento de bactérias resistentes. Estudos demostram que a combinagao
de véarios compostos presentes nos OEs resulta em uma eficacia potencializadora da agéo
antimicrobiana do que do seu composto majoritario isolado (D’AGOSTINO et al., 2019).
Porém a composicdo dos OEs pode sofrer varia¢Bes por fatores sazonais, estagio de maturidade,
variacdo geogréafica, genética, subespécies e até mesmo pelo método de extracdo pois podem
gerar degradacdo térmica e hidrolitica dos compostos, e tais fatores podem resultar em
consequéncias para sua aplicacdo e sua atividade antibacteriana (DA SILVA et al., 2022;
DRINIC et al., 2020).

A vantagem da utilizacdo de OE como uma terapia alternativa se da pelo fato que os OE
podem apresentar diversos mecanismo de acdo dos 6leos essenciais devido a interacdo
complexa dos seus compostos bioativos. Quando aplicados, esses 6leos podem atuar de diversas
maneiras, podendo gerar o rompimento das membranas celulares como também podem
interferir nas enzimas microbianas e nos processos metabolicos, perturbando a sua capacidade
de replicacdo e desenvolvimento (Figura 02) (KON; RAI, 2012).Varios estudos presentes na
literatura analisa as propriedades antimicrobianas e mecanismo de agdo dos OE com potencial
de inibir o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas (MOHAMED;
ALOTAIBI, 2023).



O 00 N o v b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

21

ROMPIMENTO DAS
MEMBRANAS
CELULARES

5 INTERFERENCIA
& NAS ENZIMAS
MICROBIANAS

- OLEOS
ESSENCIAIS

ANTIMICROBIANA

INTERFERENCIA
NOS PROCESSOS
METABOLICOS

Figura 02. Mecanismos de acdo dos Gleos essenciais com acéo antimicrobiana. Fonte: Proprio
autor, 2023.

O cinamaldeido é muito explorado em varios estudos, no qual demonstra a agdo
antimicrobiana, seu efeito pode ser explicado através das interacbes do composto com as
membranas celulares dos microrganismos, resultando em uma perturbacdo da membrana
celular como também na inibigdo da glicose (GILL; HOLLEY, 2004; KON; RAI, 2012).
Evidéncias corroboram em ensaios in vivo, no descreve o potencial do cinamaldeido frente a
isolados clinicos de K. pneumoniae multirresistente (VAZ et al., 2023).

Da mesma forma, o carvacrol apresentou potencial antimicrobianos in vivo frente a
isolados clinicos de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (KPC) (DE SOUZA et al.,
2021a) no qual corroboram com resultados in vitro, a partir da elucidagdo do mecanismo de
acdo do composto que também é gerado a partir da perturbacdo a membrana externa das
bactérias gram-negativas, libertando lipopolissacarideos interferindo nos seus processos
metabdlicos e dificultando a sua capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia.

Além de estudos que utilizaram os compostos majoritarios retirados dos 0leos essenciais
frente aos microrgarnismos resistentes, a literatura desmontra resultados utilizando toda a
composicgdo dos 6leos essenciais como o de tea tree, cravo, tomilho, eucalipto e hortela-pimenta
com propriedades antimicrobianas. Esses 6leos essenciais demonstraram eficacia contra uma
variedade de bactérias resistentes, incluindo S. aureus resistente a meticilina (MRSA), E.
faecalis resistente a vancomicina (VRE) e diversas cepas de E. coli multirresistentes
(CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; PEREIRA et al., 2014; SILVA, 2010).
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2.5.1. Cinnamomum triplinerve

C. triplinerve é uma espécie arborea monoica, pertencente a Familia: Lauraceae
(CNCFlora, 2022), possui ampla distribuicdo em regides tropicais como a Asia e subtropicais
abrangendo América Central, America do Sul e na Australia. Esse género é facilmente
reconhecido por apresentar folhas com nervuras triplas, margem da lamina foliar
ondulada e peciolo na maioria das vezes com coloracdo avermelhada, e frutos com clpula
pateliforme com 6 tépalas persistentes (SANTOS; ALVES, 2013). A espécie tem como
caracteristica a fonte de 6leos essenciais nos quais sao amplamente retirada das folhas e casca
com multiplos beneficios a saide humana.

O ¢6leo essencial de C. triplinerve (CtOE) obtido através dos caules e das folhas apreseta
indicios literarios que a utilizacdo do CtOE apresenta propriedades imunomoduladoras, anti-
hipertensivas, capacidades antioxidantes, anti-inflamatorias, antitumoral, podendo ser utilizado
também como um potencial antiviral e antimicrobiano. De acordo com a Unido Internacional
para a Conservacdo da Natureza (IUCN), a difusdo da exploracdo dessa espécie devido a
colheita manual voltada ao seu valor medicinal, gera a ameaga dessa espécie se tornar extintas
(KUMAR; KUMARI, 2019).
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Figura 03. Morfologia de Cinammomum triplinerve. A) Arvore completa; B) Detalhe
do caule; C) Folhas; D) Frutos. Fonte: Eduardo Jodo Coutinho (UEMS-Navirai), 2023.

A composi¢do quimica de CtOE destaca-se em terpenos, como Eugenol, Linalol, B-
cariofileno, a-Pineno e B-Pineno, Terpinen-4-ol no qual é comumente encontrado em 0leos
essenciais derivados da espécie, compostos que possuem altas propriedades antioxidantes,
antiinflamatérios e principalmente propriedades antimicrobianas. Contudo, devido condicdes
naturais e de extracBes a ordem e também o perfil quimico dos OE podem apresentar
diferenciacGes (DA SILVA et al., 2022).

2.5.2. Ocotea diospyrifolia

O. diospyrifolia é uma espécie de nativa do México e da América Central, pertencente
a Familia: Lauraceae. A arvore perene de caracteristica de copa piramidal a oval, pode atingir
alturas de até 12 metros, com suas folhas sdo brilhantes, coriaceas e de formato eliptico e sua

casca lisa marrom-acinzentada quando jovem, tornando-se gradualmente mais aspera e escura
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com a idade. Tem como caracteristica a fonte de 6leos essenciais nos quais sdo amplamente
retirada das folhas, caules e flores. A planta é grandemente valorizada pelo seu potencial em
propriedades medicinais, com efeitos antioxidantes e antimicrobianos (SILVA et al., 2021).

O potencial antimicrobiano presente no 6leo essencial de O. diospyrifolia (OdOE) pode
ser devido ao presenca de compostos majoritarios como sesquiterpenos e principalmente
hidrocarbonetos (FABRI et al., 2019). Os metabdlitos secundarios comumente encontrados nos
OdOE séo de suma importancia para o controle da disseminagdo de microrganismos, pois esses
compostos demonstraram ter atividades antimicrobianas frente a patdgenos suscetiveis e
resistente (MAHIZAN et al., 2019).

Figura 04. Morfologia de O. diospyrifolia. A) Arvore completa; B) Detalhe do caule;
C) Detalhe do caule; D) Folhas. Fonte: Eduardo Jodo Coutinho (UEMS-Navirai), 2023.
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2.6.Associagdo de antimicrobianos com dleos essenciais

Os OE, devido as suas propriedades antimicrobianas naturais, tém a capacidade de
potencializar a eficacia dos agentes antimicrobianos convencionais, especialmente por causa de
seus metabolismos secundarios (FREITAS et al., 2020). A combinacdo de um antimicrobiano
antimicrobiano com um produto natural, como os encontrados em OEs, tem mostrado
promissoras perspectivas no controle da propagacéo de microrganismos, especialmente aqueles
com mecanismos de resisténcia complexos (MAHIZAN et al., 2019).

As interacdes sinérgicas entre antibidticos e OEs podem permitir a administracao de
doses mais baixas de ambos os compostos, minimizando a ingestdo de substancias
potencialmente toxicas, mas também pode prolongar a eficacia dos tratamentos Além disso, a
combinacdo de agentes pode dificultar o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
bacteriana, destacando a viabilidade desta abordagem como uma terapia alternativa
(LENHARD; NATION; TSUJI, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Avaliar in vitro e in vivo a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais CtOE e OdOE

frente a um isolado clinico de K. pneumoniae resistente a polimixina B, isoladamente e em

combinagdo com amicacina, buscando contribuir para o desenvolvimento de novas

possibilidades terapéuticas.

3.2.0bjetivos Especificos

Determinacdo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais;

Avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro dos Oleos essenciais, e da
combinacao destes com AMK, frente a K. pneumoniae resistente a polimixina B;
Avaliacgdo da cinética de atividade antimicrobiana dos tratamentos;

Avaliacdo do possivel mecanismo de ac¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais de
maneira idenpedentes e associado com AMK;

Avaliar a atividade hemolitica dos tratamentos isolados e em combinacéo;

Avaliar a toxicidade in vivo dos tratamentos em modelo alternativo de infecgéo C.

elegans.



