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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

Atividade de diferentes formulagbes délelaleuca alternifolia e terpinen-4-ol em isolados
de Rhodococcus equi de diferentes origens

AUTOR: LAUREN SAGAVE
ORIENTADOR: SONIA DE AVILA BOTTON

Santa Maria, 12e fevereiro de 2014.

O objetivo deste estudo foi determinar a atividaaetericida e bacteriostatica da planta medicinal
Melaleuca alternifoliaem diferentes formulagfes: oleo livre; Oleo essgnassociado aos
nanocarreadores (nanoemulsdo e nanocapsula); aénmassociacdes entre o Oleo livre e as
nanoformulagcdes; bem como, a atividade antimicr@b@o seu composto majoritario, o terpinen-
4-ol, em isolados d&odococcus equin=24) oriundos de diferentes origens. Empregoo-se
método de microdiluicdo em caldo Mdueller-Hinton gpar determinacdo das concentragdes
inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBMPbteve-se CIM e CBM entre as
concentragbdes 312,5ug/mL até 2.500ug/mL. Verifiseugue o O6leo essencial dé.
alternifolia possui baixa atividade quando em Oleo livre; poréomando associado aos
nanocarreadores, sua atividade antimicrobiana fatengializada, mostrando atividade
bacteriostatica. Evidenciou-se que frente aosdsslaleR. equj tanto as associa¢des quanto
0 composto majoritario testados, demonstraram datilé bactericida e bacteriostatica.
Sugere-se qud/. alternifolia em associagdo aos sistemas nanocarreadores, e aco
terpinen-4-ol, apresentam potencial para futurasqyieas envolvendo o tratamento da

rodococose equina.

Palavras-chave:6leos essenciais, nanocarreadom@dococose, resisténcia



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

Activity of different formulations of Melaleuca alternifolia and terpinen -4- ol

Rhodococcus equi isolates from different sources

AUTHOR: LAUREN SAGAVE
ADVISER: SONIA DE AVILA BOTTON
Santa Maria, February, 122014.

The aim of this study was to determine the badtlicand bacteriostatic activity of a
medicinal plant,Melaleuca alternifolia in different formulation: oil free , essentiall oi
associated with nanocarriers (nanoemulsion and cagusole), besides the associations
between free oil and nanoformulations, as well fes d@ntimicrobial activity of its major
compound, terpinen - 4 - ol , in Rodococcus eqiaies (n = 24 ) from different sources. In
order to determine the minimal inhibitory (MIC) aride minimum bactericidal (MBC)
concentrations the microdilution method in Mueliéinton broth was employed in this study.
The values of MIC and MBC ranged from 312.5 mg/m2t50Qug/mL. The results obtained
with essential oil ofM. alternifolia demonstrated low activity in oil free presentation
however, when it was associated with nanocarriegsgntimicrobial activity was enhanced,
showing bacteriostatic activity. It was possibleverify that againsR. equiisolates, both
associations as well the major compound testedyethidooth bactericidal and bacteriostatic
activities. It is suggested thist. alternifolia, in association with nanocarriers systems, as well
as terpinen -4-ol, presents potential for futuned&s concerning the equine rodococosis
therapy.

Keywords: Essential oils, nanocarriers, rodococosis, rasista
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1. INTRODUCAO

A rodococose é relatada como uma das doencasais@s mais importantes em
potros com idade inferior a seis meses (RIBEIR@.e2005; MONEGO et al. 2009). O seu
agenteRhodococcus equilestaca-se pela versatilidade e a ampla capacittaddaptacdo a
ambientes diversos incluindo o solo e o organisemendmiferos (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2009). Potros infectados sdo a principal date infeccdo em locais com historico da
doenca (TAKAI et al., 2001), sendo a principal pate entrada no hospedeiro, a inalacéo de
particulas de poeira contaminadas com a bactetdS@ATELLO et al., 2007). O tratamento
indicado constitui a associacdo de antimicrobianasrolideos com a rifampicina; porém, é
crescente o nimero de isolados que apresentarénesisa esses farmacos (GIGUERE et al.,
2010).

A busca por alternativas de tratamento tem impuoégio estudos empregando-se
plantas medicinais com potencial antimicrobianostBlesentido,Melaleuca alternifolia
planta nativa da Australia vem sendo estudada porsantar comprovadas propriedades
antimicrobianas contra diversos micro-organismo&RESON et al., 2002; TAKARADA et
al., 2004; FARIA, 2012). O seu componente majaatao terpinen-4-ol (VIEIRA et al.,
2004) também foi avaliado apresentando atividadéraaliferentes patdogenos (OLIVA et al.,
2003; COX et al., 2000).

Pesquisas envolvendo o uso da nanotecnologia mmetdgimento de formulacdes
que permitam a liberacdo controlada de farmacesindio a diminuicdo de efeitos toxicos
e/ou aumento do indice terapéutico, tem sido aleo ntuitos estudos (BARROS &
VILLAESCUSA, 2011). Desta forma, nanocapsulas e oeamulsdes sao sistemas
submicrométricos carreadores de farmacos, apreskntiametro na ordem de nanémetros
(cerca de 10 a 1000 nm) (SOPPIMATH et al., 2001inéhora da atividade antimicrobiana

de M. alternifolia foi relatada por FLORES et al. (2013), em testestro, contra isolados de



Trichophyton rubrum demonstrando que a associacdo do O6leo essencral a@s
nanoformulacdes aumentaram a atividade antimicnalda planta.

Em virtude das infeccbes causadas [@r equi na medicina veterinaria,
especialmente nas criagdes de equinos, aliado merdao do numero de relatos sobre a
resisténcia deste micro-organismo, este estudo fewe objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana da planta medicina\l. alternifolia em apresentacdes de Oleo livre e em
nanoemulsdes e nanocapsulas, bem como o seu compajgtritario terpinen-4-ol, frente a

isolados do sul do Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhodococcus egeirodococose

Rhodococcus equié um cocobacilo Gram-positivo, intracelular faciN@,
classificado na ordem dos Actinomycetales (LINDERQ97). Esta bactéria possui
distribuicdo mundial, sendo considerada um dos nmartantes agentes patogénicos de
equinos (TAKAI et al., 1995). A rodococose equira® manifestar-se como uma doenca
cronica, caracterizada por broncopneumonia piodpamtosa, podendo estar associada com
linfadenite supurativa (ZINK et al., 1987). A tramssdo do agente esta relacionada a
formacdo de aerossois, assim como sugerido noedriIdlUSCATELLO et al. (2002) que
detectou isolados virulentos do agente no ar emalad potros.

A bactéria foi isolada pela primeira vez em 1928 Suécia, a partir de pulmdes de
potros. Desde entdo, identificou-Be equinuma variedade de ambientes, incluindo solo e
agua e também em diversas espécies animais, aleqgd;mos, como em bovinos, caprinos,
suinos, bufalos, ovinos, caes e gatos (WALSH ¢1.883). Normalmente, os potros afetados
pela doenca clinica possuem entre um e seis mesdadk, pois nessa faixa etaria o sistema

imunologico ainda esta em desenvolvimento (DARRAHIg 2004).
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A rodococose também tem importancia na saude p(bfior ser uma zoonose
(PRESCOTT, 1991). No homem, as infec¢cdesRhogquitém sido mais comumente descritas
em individuos transplantados, pacientes oncologiocns acometidos pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (MOSSER & HONDALUS, 1996odavia, a enfermidade
também é relatada em individuos saudaveis (MACGOVEAMANGANO, 1991).

A viruléncia depende da capacidadeRleequiem replicar dentro dos macrofagos
(TOYOOKA et al., 2005). Eventualmente, a proliféiacintracelular do patdégeno leva a
morte necrotica do macrofago, acompanhada por daméscido pulmonar caracterizado por
cavitacao e formacéo de granuloma (MEIJER & PREST,QU04).

Os fatores de viruléncia, também ligados a pategtade deR. equj estdo contido
nas ilhas de patogenicidade, formada pefap (virulence associated protginncluindo:
vapA vapB, vapCvapD, vapE vapF, vapG vapH, vapl, vapX, vap,Jalém dos gendsl, K2,

L, e M (RUSSELL et al., 2004; LETEK et al., 2008). O pipal antigeno de viruléncia
relacionado a infeccdo em equinos melhor caraefdvizaté o momento é a proteina de
superficieVapA codificada pelo geneapA(BYRNE et al, 2001). Este gene esta presente em
praticamente 100% dos isolados Re equioriundos de casos de broncopneumonia grave
(GIGUERE et al.,, 1999). Isolados &e equique ndo contém esse plasmideo de viruléncia,
sao incapazes de sobreviver e replicar no inteliomacrofagos, sendo classificadas como
avirulentas (JAIN et al., 2003).

O aumento da prevaléncia e incidéncia da doenceaiorente € associado a
diversos fatores como: maior densidade de potemsamho da populagdo equina, lotes de
animais de idades diferentes, permanéncia de pptmosm longo periodo no mesmo local,
pobre cobertura de pasto e auséncia de monitoranmdod animais ap0s 0 nascimento
(MUSCATELLO et al., 2006). MARTENS (2000) demonstrque a prevaléncia de. equi

virulentos na pastagem nédo se relaciona com o midercasos clinicos vistos em potros.
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TAKAI et al. (2001) relataram que potros infectadd® a principal fonte de infeccdo, pois
conseguem disseminar grandes quantidadd®. asuivirulento em suas fezes até a sétima
semana de vida.

O agente é considerado um habitante normal do dirgé&storio de herbivoros, desta
formaR. equiesta presente no meio ambiente, além das secnesgpsatorias (LEADON &
KLAY, 2006). GIGUERE et al. (2004) afirmaram que diagnéstico precoce € de
fundamental importancia para a sobrevivéncia dawas, sendo que 0 monitoramento de
fazendas endémicas deve ser realizado empregandoem®relacdo dos dados clinico-
epidemiolégicos com o isolamento da bactéria. tkotaente, a presenca do agente no
ambiente e no trato digestorio e respiratério dosnais, ndo confirma o diagnadstico,
havendo necessidade de correlacionar com histdacpropriedade e a presenca de sinais
clinicos.

A imunizacao oral empregando cepas virulentaR.dequidemonstrou uma resposta
imunitaria protetora em potros com idade de 3 sas\§iOOPER-MCGREVYet al., 2003).
Vacinas com o agente inativo, ndo produzem imumidadhdo houve comprovacdo que
vacinas contendo o antigeno de superfita@A possam ser eficazes na protecao contra a
pneumonia em potros (CAUCHARD et al, 2004; HAGHIGHAPRESCOTT, 2005).

A mortalidade de animais foi reduzida com a intg#tu do uso da eritromicina
combinada com a rifampicina no tratamento (HILLID@R87). Porém, no estudo realizado
por STRATTON-PHELPS et al. (2000) foi demonstradae ga eritromicina apresenta
absorcdo variavel quando administrada pela via emalpotros. Além disso, este farmaco
apresenta o limitante de desencadear iniumeroso®feiblaterais. Como alternativa, a
eritromicina, a azitromicina e a claritromicina &stsendo utilizadas em associacdo a
rifampicina no tratamento da rodococose (GIGUEREakt 2004). Todavia, isolados

resistentes a estes farmacos estdo sendo relatam®osultimos anos, especialmente
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demonstrados pelos estudos de susceptibilidadeaatiicrobianosin vitro frente aos

isolados d&R. equi(GIGUERE et al., 2010; GIRARDINI et al., 2013).

2.2. Plantas medicinais

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) ostaisgmedicinais sdo a
melhor fonte para a obtencdo de uma variedade desrfarmacos (BERTINI et al2005).
Aproximadamente 48% dos medicamentos empregadoterapéutica advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmdatglantas medicinais (BALUNAS &
KINGHORN, 2005).

Neste sentido, a OMS vem oferecendo novos incengvimvestimentos em estudos
envolvendo a aplicacdo das plantas medicinais. Bdoase a isso, tem-se evidenciado
crescente aceitacdo das plantas medicinais petdisgionais de saude, como os médicos,
além do aumento de seu uso pela populacdo (HOMBEBY)2

As pesquisas cientificas tem demonstrado que astaplamedicinais possuem
atividade antimicrobiana de amplo espectro contrarsios patégenos (HULIN et al., 1998).
A maioria dos produtos do metabolismo secund&aie,domo os terpendides e 0s compostos
fenolicos, usadas isoladamente, também demonstiadaae inibitéria frente a diferentes
agentes biologicos (ADAM et al., 1998).

O Brasil possui uma diversa flora, com mais de 3bespécies descritas, 0 que
corresponde a 20% do total mundial (BRASIL, 20E3sa rica biodiversidade indica um
mercado em potencial expansdo, acompanhado pedoeate uso de plantas medicinais,
aliados ao conhecimento empirico advindo da mealipwpular (RODRIGUES, 2006) e da
investigacdo cientifica destas plantas medicin®EDROSA et al., 2001). No pais, a
regulamentacdo sobre o uso das plantas medicisaigsederivados, € realizada pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autargudo Ministério da Saude que tem como
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papel proteger e promover a saude da populacdocbera garantir a seguranca sanitaria de
produtos e servicos e participar da construcad@edasesso (BRASIL, 1999).

O valor despendido no Brasil neste mercado € peqsenconfrontado com os
valores gastos na Europa e nos Estados Unidos maear2000, o equivalente a 8,5 e 6,3
bilhdes de dolares, respectivamente (SIMOES & SHENK2002), exemplificando tal fato,
em nosso pais, apenas 1% do mercado de fitotesapiamltado ao segmento veterinario

(OZAKI & DUARTE, 2006).

2.2.1. Melaleuca alternifolia

Melaleuca alternifoliaé uma planta medicinal comumente conhecida commria
de cha”, sendo nativa da Australia e pertencentanglia das MirtaceasMyrtaceag
(VIEIRA et al., 2004). O seu principal produto él@o essencial, de grande importancia
medicinal, pois possui comprovada acdo antimicr@biaontra diferentes patdégenos
(CASTRO et al., 2005).

Embora ocorra alguma variacdo natural da planteoraposicdo do 6leo dil.
alternifolia que ¢é vendido comercialmente € padronizado, @aahdo-se como
componentes principais, o terpinen-4-ol (40%}erpinen (23%)q-terpinen (4 a 10%) e 1,8-
cineol (1 a 5%) (BROPHY et al., 1989; HOMER et 2000).

A maioria dos componentes demonstraram atividadatdna contra bactérias
(HAMMER et al., 2003) e, entre eles, terpinen-4vmstra-se com maior atividade (OLIVA
et al., 2003; VIEIRA et al., 2004). Quando isoladdgerpinen-4-ol apresenta maior atividade
antimicrobiana do que quando utilizado presenteamaposicédo do Oleo essencial da planta

(COX et al., 2000; MANN et al., 2000).
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M. alternifoliatem uma longa histéria de uso topico como agerim@nobiano em
farmacologia humana (CARSON et al., 2006) e tern Bidito estudada como alternativa aos
antimicrobianos (ALLEN, 2001).

O mecanismo de acao deste Oleo, estudado em bhac&fungos, envolve tanto a
perda da integridade da membrana como a inibicAoedpiracdo celular, tendo como
consequéncia, a incapacidade de manter a homeastias®luzir alteracbes na morfologia
celular (CARSON et al., 2006).

Adicionalmente, propriedades antimicrobianas dpktata foram comprovadas em
diversos micro-organismos, tanto os Gram-positiaexemplo ddacillus cereusomo 0s
Gram-negativos, comiascherichia coli(COX et al., 2000; MANN et al., 2000; CARSON et
al., 2002; GROPPO et al., 2002; TAKARADA et al., 020 FARIA, 2012). Os resultados
apresentados em testes de concentracao inibiténienen (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM) variaram entre 0,003% e 2% (CARSOIdIgt2006; COX et al., 2000).

2.3. Nanotecnologia em microbiologia veterinaria

SCOTT (2005) diz que a nanotecnologia tem o poate transformar a pratica da
medicina veterinaria. Em duas décadas, o0 autogdiz existiram dispositivos em nanoescala
que terdo a capacidade de detectar e tratar edimiles, deficiéncia de nutrientes da
alimentacdo, fornecer parametros fisiologicos c@ressao arterial, temperatura corporal,
freqléncia cardiaca e respiratdria. Vantagens egs@&spoderdo ser empregadas tanto na
clinica veterinaria como na identificacdo e rastrerato de animais para abate.

A nanotecnologia é integrante de uma ciéncia maigitihar que possui variadas
aplicabilidades. Neste contexto, as ciéncias faémaas a empregam em sistemas
nanocarreadores, tais como: nanoemulsfes e asapsutes, empregados para a liberacdo

controlada de farmacos em diversas aplicacdes suigas (SANDHIYA et al., 2009). As
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nanoemulsdes sdo dispersdes de O0leo em agua, esngaticulas de Oleo estabilizadas por
tensoativos (ANTON et al., 2008). As nanocapsulasspem na sua Composicao a presenca
de um nucleo oleoso, circundado por um fino inw@upolimérico, estando o farmaco
dissolvido no ndcleo, adsorvido ou disperso na derg@olimérica (VAUTHIER &
BOUCHEMAL, 2009).

Sistemas nanoestruturados (lipossomas, nanoemulséeseparticulas lipidicas e
nanoparticulas poliméricas) apresentam vantagenso.c@ melhoria da eficacia e da
biodisponibilidade da droga, a reducdo dos efedftdgersos (toxicidade e irritacdo) e o
aumento da estabilidade do farmaco (MISHRA eta&l1,0). Devido ao seu pequeno tamanho,
as nanoestruturas podem depositar um maior nuneepadiculas sobre a superficie, sendo
capazes de disponibilizar uma maior quantidadeadedco (SCHAFFAZICK et al., 2003;
PADMAVATHY & VIJAYARAGHAVAN, 2008). Aléem disso, ossistemas nanoestruturados
sdo capazes de melhorar a biodisponibilidade eziedufrequéncia de administracdo de
medicamentos (RANJITA, et al., 2011).

Na medicina veterinaria, a nanotecnologia vem seemipregada em diferentes
areas, incluindo a microbiologia veterinaffRONCARELLI et al. 2013)SHEPHARD et al.
(2003) conseguiram prolongar a estimulacdo do msestemunitario de ratos, com a
incorporacdo de nanoparticulas poliméricas as imadevirais do virus da parainfluenza
bovina tipo 3. Os autores relataram que os animaigizados com a vacina que continha a
nanoparticula, desenvolveram niveis mais eleva@oanticorpos, em relacdo aos animais
Imunizados com a vacina convencional.

SELLEM et al. (2009) associaram estreptomicina aaildina a nanocarreadores e
demonstraram em estudovivo frente a isolados dBrucella melitensigjue os farmacos na
forma livre foram menos eficazes na reducédo daébaato figado e no bago de camundongos

infectados do que na forma de nanocapsiR@sMYADEVI et al. (2011) demonstraram a
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atividade de nanoparticulas de cobre metalico ewnopheles subpictus Culex
quinquefasciatug em larvas dRhipicephalus (Boophilus) microplUSANTHOSHKUMAR
(2012) verificaram efeito adulticida e larvicidasd@anoparticulas de prata cortttippobosca
maculatae Rhipicephalus (Boophilus) microplugspectivamente.

No Brasil, atividades realizadas pdOSQUERA et al. (2010) desenvolveram uma
formulacdo nanocarreada do iodo de uso intramanpéia tratamento da mastite; porém
ainda em fase de estudo clinico. TRONCARELLI et(2013) estdo pesquisando a eficacia
da propolis nanoestruturada para o tratamento gétenbovina.

Recentemente, FLORES et al. (2013) avaliaram #@atie antimicrobian@ vitro
de nanoemulsdo, nanocapsula e Oleo livre do Olseneml deM. alternifolia contra
Trichophyton rubrumdemonstrando que o advento da nanotecnologiardaama atividade
antimicrobiana da planta, sendo que a associacad. ddternifolia com as nanocapsulas,

obtiveram os melhores resultados de concentra@ditoinma minima.
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RESUMO

Rhodococcus eqéi o agente etioldégico da rodococose equina, iraptatdoenca
respiratorio de potros. Especialmente na ultimadgca emergéncia de cepas resistentes aos
antimicrobianos empregados no tratamento da rooseotem sido relatada. Neste sentido,
salientamos e importancia de estudos envolvendpiter alternativas e novas tecnologias,
incluindo, o uso de plantas medicinais e nanotegil Neste trabalho, utilizou-se
Melaleuca alternifolianas seguintes formulagdes: oOleo livre, nanocapsalaoemulséo e a
combinacédo de: 6leo livre com nanocapsula e conoamaunlsdo; aléem do seu composto
majoritario, terpinen-4-ol; a fim de verificar avédlade antimicrobiana frente a isoladosRle
equide diferentes origens. Utilizou-se o método de oditnicdo em caldo na determinagéo
das concentra¢cfes inibitdria minima (CIM) e baciéa minima (CBM) das diferentes
formulacdes frente aos isolados (n=24). Verificeubmixa atividade antibacteriana Me
alternifolia na formulacéo de oleo livre. Todavia, esta atived&al potencializada quando se
incorporou o Oleo essencial as nanoformulacdes.om@posto terpinen-4-ol demonstrou
atividade bacteriostatica quando incorporado ao éssencial e demonstrou-se bactericida e
bacteriostatico, quando utilizado isoladamenteifiéeu-se que tantd. alternifolia quanto
o terpinen-4-ol testados possuem atividade antohiana contra isolados & equi Sugere-
se queM. alternifolia possui potencial para o tratamento da rodococose.
Palavras-chave:planta medicinal, nanotecnologradococose, teste de susceptibilidade.
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ABSTRACT

Rhodococcus equiauses rodococose in horses, characterized bghwpneumonia in foals.
Due to reports of antimicrobial resistance, it mportant to develop studies involving
alternative therapies and new technologies, inolydihe use of medicinal plants and
nanotechnology. In this work, the plaMelaleuca alternifoliain oil free formulations,
nanocapsule, nanoemulsion and the combinationeef #ind nanocapsule oil nhanoemulsion,
besides its major compound, terpinen-4-ol, werel iiserder to verify antimicrobial activity
against isolates d®. equi The broth microdilution method was employed ttedminate the
minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidaMBC) concentrations of different
formulations against 24 isolates. There was lovibanterial activity ofM. alternifolia in oil
free formulation; however, it was observed thatdhbgvity was enhanced when incorporated
as essential oil the nanoformulations. The majommaund, terpinen-4-ol, showed
bactericidal and bacteriostatic activity when uakahe. It is suggested thislt alternifolia, in
association with nanocarriers systems, as welegsnen -4-ol, presents potential for future
studies concerning the equine rodococosis therapy.

Key words: medicinal plant, nanotechnology, rodococosis, exidgility test.

INTRODUCAO

A rodococose equina € uma enfermidade infecciosamopolita e no Brasil, €
relatada como uma das mais importantes enfermidadpsatérias em potros (Ribeied al,
2005). O agente etioldgico é a bactéria intracefaleultativaRhodococcus eqgunabitante do
solo e saprdfita do trato intestinal de herbivofiteijer e Prescott, 2004). A principal
manifestacdo clinica da doenca é a broncopneunmogranulomatosa, uma vez que, a
maioria dos animais contamina-se pela inalacdo aitécplas de poeira contend® equi
(Muscatelloet al, 2007).

O tratamento com antimicrobianos macrolideos emcissao com a rifampicing a
principal forma de controle da doenga, no entaatexisténcia de isolados d& equi
resistentes a estes compostos vem sendo relataglee(€et al, 2002). Devido a crescente
preocupacao com a resisténcia antimicrobiana oédantanto na medicina humana quanto
na veterinaria, pesquisas envolvendo terapiasnaligas, com plantas medicinais e seus
compostos, vém sendo realizadas, a fim de obtarrse maior variedade de farmacos com
acdo antimicrobiana (Bertirat al, 2005). Devido aos inimeros mecanismos de acédo, em
diferentes alvos da célula microbiana, manifestagféeresisténcia ou adaptacdo microbiana

aos vegetais medicinais e seus derivados raranséaterelatadas (Bakkaét al, 2008).
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Apesar de todo este potencial, no Brasil, somestteacde 1% dos compostos fitoterapicos
disponiveis comercialmente sdo desenvolvidos pataem medicina veterinaria (Ozaki e
Duarte, 2006).

Melaleuca alternifolidambém conhecida como “arvore do cl&iyma planta nativa
da Austradlia e 0 seu Oleo essencial (extraido ddisag por hidrodestilacdo) possui
comprovada acdo antibacteriana, antifingica e iaatti{Silva et al, 2002). Na composic¢ao
do Oleo deM. alternifolia estdo presentes monoterpenos, sesquiterpenosseakmdis
correspondentes (Carseah al, 2006), sendo 0s seus principais constituinegirien-4-ol
(40%), seguido da-terpineno (23%) es-terpineno (10%) (Oliveet al, 2003). A maioria
desses compostos é ativa contra bactérias e, eesredestaca-se o terpinen-4-ol (Oktal,
2003).

Estratégias visando aperfeicoar as caracterisfisaso-quimicas de substancias
bioativas envolvem, também, inovaces tecnolégamano a nanotecnologia. Atualmente,
sistemas coloidais incluindo as nanocéapsulas, aseséeras, as nanoemulsées e outros
sistemas nanoestruturados sé@o alvos de pesquises rsavas formas de carrear farmacos
para locais especificos e a liberacdo controladtagesubstancias (Schaffaziekal.,, 2003).
Nas &reas de producdo e sanidade animal, relatoflidacéo de nanoestruturas sdo escassos
(Troncarelli et al, 2013). Como exemplo, um estudo experimental erorofmologia
veterinaria demosntrou a maior eficacia de estrejpioa e doxiciclina quando estes
farmacos foram incorpados as nanoestruturas edtesthente a isolados dBrucella
melitensis Os autores concluiram que os farmacos livresyiarenos eficazes na reducéo da
carga bacteriana presente no figado e no badudenusculuinfectados do que na forma de
nanocapsulas (Sellert al, 2009). Mosqueiraet al (2010) patentearam nanocarreadores
poliméricos do iodo para aplicacdo intramamaria@mnantes, como uma alternativa para o
tratamento de mastite, porém ainda em fase deasstud

As nanoemulsfes sdo dispersdes de Oleo em &gua,asogoticulas do 6leo
estabilizadas por tensoativos (Antai al, 2008). As nanocapsulas possuem na sua
composicao a presenca de um nucleo oleoso circarmtadum fino involucro polimérico, e o
farmaco encontra-se dissolvido no nudcleo, adsonadodisperso na parede polimérica
(Vauthier e Bouchemal, 2009). Estes sistemas submitricos sdo capazes de promover a
diminuicdo de efeitos toxicos e aumentar o indécapéutico de farmacos (Schaffazatkal,
2003).

Devido aos crescentes relatos de resisténcia antibidna de isolados d® equj o

potencial antimicrobiano das plantas medicinaispeeialmente, em associagdo a
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nanotecnologia, este estudo teve como objetivdic@ria atividade antibacteriana dé&
alternifélia, na forma de Oleo livre e em sistemas nanoestrugjadem como do seu

composto majoritario, terpinen-4-ol, contra isoladeR. equide diferentes origens.

MATERIAL E METODOS

O Oleo essencial dbl. alternifolia e 0 seu componente majoritario terpinen-4-ol
foram obtidos comercialmente (Laszlo AromateraBelp Horizonte, Brasil e Sigma Aldrich
Sdo Paulo, Brasil, respectivamente). As nanoensilsenanocapsulas contendd.
alternifolia a 1% (10mg/mL) (Floreet al 2011) foram preparados pelos métodos de
emulsificacdo espontanea (Bouchemhbl, 2004) e deposicao interfacial do polimero pré-
formado de polid-caprolactona) (Fesst al, 1989), respectivamente, apresentando tamanho
na faixa nanométrica (cerca de 200 nm), poten@td megativo e indice de polidispersao
abaixo de 0,25.

Foram utilizados 24 isolados d& equj obtidos entre os anos de 1991 e 2012,
provenientes de amostras de solo (n=8), fezes ieamnhigidos (n=8) e de animais com
manifestacdes clinicas (n=8) coletadas de 10 dstaimentos de criacdo equina localizados
na regidao sul do Brasil. Todos os isolados foramvipmente identificados fenotipica e
genotipicamente, quanto ao género e espécie (Maateajo 2009).

O perfil de susceptibilidade dos isoladosRiezquifrente as diferentes formulagcées
contendo 6leo essencial Bk alternifolia foram avaliados pelo método de microdiluicdo em
caldo Miieller-Hinton (MHC) (Himedfa Laboratories). Todos os isolados foram cultivados
em Miieller-Hinton Agar (MHA) (HimedfaLaboratories) em aerobiose a 37°C durante 24 h.
Para cada isolado preparou-se um inoculo em sokaléwa 0,9%, ajustado para a escala 0,5
de McFarland, posteriormente diluido em MHC e tistza concentracdo 1xX1L0FC/mL. As
formulacdes testadas e suas combinacdes foraeoi.en dispersdo grosseira ou 6leo livre
(OL), ii. Nanocapsula (NC), iii. Nanoemulsédo (N&), OL+NC (na combinagédo de 50% de
Oleo livre e 50% de nanocapsula) e v. OL+NE (nahinatao de 50% de 6leo livre e 50% de
nanoemulsdo). Adicionalmente, a atividade antinbignoa do terpinen-4-ol foi avaliada
frente aos isolados dB. equi A concentracdo inibitoria minima (CIM) e conceg&o
bactericida minima (CBM) foram determinadas em conidade com as diretrizes da
Metodologia dos Testes de Sensibilidade a AgenteSmdcrobianos por Diluicdo para
Bactéria de Crescimento Aerdbico @tinical Laboratory Standards Institut@LSI, 2013).

As concentracdes das formulacdesMlealternifolia testadas foram de 2.500 pug/mL a 1,2

pg/mL, na razdo 1:2. As concentragbes do terpireh-ariaram de 44.360pug/mL a
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21,660pg/mL. Todos os testes foram realizados ipiicata, incluindo os controles positivos
e negativos.

Os valores de CIM e CBM palR. equifrente ao 6leo essencial 8& alternifolia
nas diferentes formulacdes foram avaliados comliawkd teste d&kruskal-Wallis Quando
identificadas diferencas entre os tratamentos @piée o teste dBonferronipara comparar
as médias. Para avaliagdo dos resultados dosésoli@hte ao terpinen-4-ol utilizo-se o teste
do qui-quadrado. As andlises foram realizadas corili@a do programa estatistico SAS,
versao 9.2 (SAS, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial dkl. alternifolia na apresentacdo de OL, ndo apresentou efeito
bacteriostatico frente aos isolados clinicos edle deR. equi Entretanto, 62,5% (5/8) dos
isolados de fezes foram inibidos nas concentragé&s500ug/mL até 625ug/mL. Resultados
de CIM de compostos de origem vegetal entre 1.5600g1g/ml sdo considerados de efeito
moderado; todavia, CIM acima de 1.600 pg/mL sécidenados como uma fraca inibicao
(Aligianis et al, 2001). Desta forma, pode-se inferir que o dlezercial deM. alternifolia
apresentou acao inibitoria de fraca a moderadaefr@isolados de fezes Be equi Estudos
anteriores comprovaram a atividade bacteriost&idaactericida do 6leo essencial ke
alternifolia sobrePorphyromonas gingivali@-ariaet al, 2012). Banes-Marshadt al (2001)
relataram que a maioria das bactérias sdo sensiveideo essencial dd. alternifolia na
concentragcdo de 10mg/mL; no entariEmterococcus faecalie Pseudomonas aeruginosa
necessitaram de concentracfes maiores do Oleospegen inibidos. Neste estudo cdin
equi a maior concentracdo do 0Oleo essencial na fogaalale OL (2.500ug/mL) nao foi
capaz de inibir a maioria (79,2%) dos isoladofdequi(19/24).

As NE e NC contendo o6leo essencial Bk alternifolia, apresentaram efeito
bacteriostatico frente a 100% (8/8) dos isoladosdlie e isolados de fezes (8/8)Rleequinas
concentracdes de 2.500pg/mL até 312,5ug/mL, tatadi@a 16 isolados inibidos. Isolados
clinicos ndo foram inibidos. O uso das nanoestastucontendo oOleo essencial &
alternifolia, em comparacéo ao OL, apresentou atividade imidif)75 vezes maior (P<0.05).
A associacdo de farmacos aos sistemas nanoestiogyurdevido ao seu reduzido tamanho,
propicia a melhora do indice terapéutico dos mesnoosno observado na atividade
antimicrobiana da clorexidina associada a NC s8baphylococcus epidermidigpresentando
maior atividade em relacdo ao farmaco livre em undeio experimentax vivocom pele de

orelha de suino (Lboutouneéal, 2002). Paul@t al (2010) avaliaram a atividade antifingica
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de nanoparticulas contendo anfotericina B, obteadoltados satisfatérios em comparacéo ao
farmaco livre. Melhora da atividade inibitoria dte®@ essencial d&l. alternifolia, quando
associado a nanocarreadores, também foi demongtoaddoreset al (2013) frente ao fungo
dermatofito em modelo experimental de infeccdo eaguuando comparado a atividade do
OL. No presente experimento, o OL e as nanoesasitwontendo Oleo essencial, néo
apresentaram efeito bactericida sobre os isolagl&s dquianalisados.

Diante da possibilidade de ocorrer um efeito completar entre o OL dé/.
alternifolia e as nanoestruturas contendo 0leo essencialpays#ia atividade antimicrobiana
das combinacdes de OL+NE e OL+NC. Com isso, obseseoatividade bacteriostatica e
bactericida em 100% (24/24) dos isolados, sem dlifgx estatistica entre as associacdes.
Acredita-se que este resultado esteja relacionadse inicial de ataque, oferecida pelo OL, e
a manutencéo desta pelo controle da liberacéo e @ioporcionado pelas nanoestruturas
(Flores et al, 2011). Cabe salientar que o efeito antimicrobiasio 6Oleo ocorreu
imediatamente apds a sua aplicacdo, o que podedetido devido ao contato direto com a
membrana do micro-organismo, provocando alteragdepermeabilidade da membrana e
inibicdo da respiracdo celular, conforme sugerido @arsonet al. (2006). Além disso, é
provavel que os sistemas nanoestruturados pronmmovaréberacdo gradual dos compostos,
um aumento do tempo de contato, e, por apresentaedozido tamanho de particula,
proporcionaram a deposicdo de um maior numero deécplas na superficie da célula
microbiana, expondo maior quantidade da substatnia (Lboutounneet al, 2002). Desta
forma, conclui-se que tanto a formulacdo de NC & déntendo o Oleo essencial e
alternifolia em associagdo ao Opossuem atividade bacteriostética e bactericiddraon
isolados deR. equide diferentes origens.

O terpinen-4-ol é um dos principais responsaveia pavidade antibacteriana do
Oleo essencial dél. alternifolia, representando aproximadamente 40% do Oleo eakenci
(Carsonet al, 2006). Com o terpinen-4-ol utilizado isoladaneefrente aos isolados de
equi obteve-se CIM nas concentracdes entre 11.090p@nd.545ug/mL e CBM nas
concentracdes de 44.360ug/mL a 11.090pug/mL, demamulst que a atividade antibacteriana
do terpinen-4-ol isolado foi 18,02 vezes menosivefetio que na composicdo do 6leo
essencial deM. alternifolia. Em contrapartida, o terpinen-4-ol demonstrou sape
capacidade antibacteriana quando utilizado isoledéeando que quando incorporado ao 6leo
essencial deM. alternifolia.frente a isolados dEscherichia colie Staphylococcus aureus
(Coxet al, 2001) Da mesma forma, HAMMER et al (2003) cotastan que o terpinen-4-ol
isolado foi mais eficaz que o Gleo essencial datpl&rente a&andida albicansA estrutura
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celular e metabolismo especifico Boequipodem ter determinado a menor acao do terpinen-

4-ol sobre este agente, quando comparado com 08-organismos anteriormente descritos.
Considerando a problematica no tratamento da ratseoequina, a resisténcia

antimicrobiana ao tratamento convencional e degxdss resultados obtidos, salientamos o

potencial uso da plantd. alternifolia, especialmente ao incorporar o 6leo essencialaifaigp

em sistemas nanoestruturados, possibilitando anpatezacdo da atividade antimicrobiana

frente aos isolados d& equi

CONCLUSAO

M. alternifolia apresenta atividade bacteriostatica frente adsslaeR. equj tanto na
forma de OL quanto em sistemas nanoestruturadagnmp@sta atividade € fortemente
potencializada diante da associacdo de 6leo ess@l®dil. alternifolia na forma de livre e
incorporado a NC e NE. Terpinen-4-ol apresentadatde bacteriostética frente a isolados de
R. equj porém sua utilizagdo de forma isolada ndo é aatdicuma vez que sua agdo nao foi
superior ao OLDevido aos relatos de resisténcia antimicrobianasdiados deR. equi,
estudos farmacoldgicos devem ser conduzidos a #mavhliar a acdo terapéutica de
compostos contendo 6leo essencialMlealternifolia como uma alternativa ao tratamento

convencional da rodococose equina.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo &glasmcluir que:

O dleo livre deM. alternifolia mesmo na maior concentracéo utilizada, possui baixa
atividade bactericida e bacteriostatica contrasokdos d&. equianalisados.

A associacao do oleo essencialMealternifolia aos nanocarreadores, incrementou
sua atividade bactericida e bacteriostética franteisolados dR. equi

O terpinen-4-ol demonstrou atividade bacteriosdatimando incorporado ao Oleo
essencial deM. alternifolia frente aos isolados dRBR. equi. Entretanto, este composto
demonstrou atividade bactericida e bacteriostajicando utilizado isoladamente frente aos
isolados deR. equi

Os resultados obtidos neste trabalho demonstramiaqie o 6leo essencial dé.
alternifolia quanto o terpinen-4-ol possuem potencial parardstgpesquisas envolvendo a

terapia da rodococose.
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APENDICE A — Concentracdo inibitéria minima (CIMy/ml) da planta medicinavielaleuca
alternifolia frente aos isolados d@hodococcus equie diferentes origens nas formulacdes de 6leo
livre (OL), nanoemulsdo (NE) e nanocapsula (NCleodo 6leo essencial, além do seu composto
majoritario terpinen-4-ol, incorporado ao Oleo essd (T4 IN) e usado isoladamente, em uma
formulacdo comercial (T4 IS).

Isolado | Origem OL | NE | NC |OL+NEOL+NC| T4IN | T4IS
CIM (ug/mL)
1 >2.500] >2.500| 1.250] 625 625] >1.000  11.090
2 >2.5000 >2.500 | 2.500] 625 625| >1.000  11.090
3 >2.5000 >2.500 | 2.500] 625| 1250 >1.000  11.090
4 |ojinicol>2:500 >2.500] 2500 625] 1.250 >1.000  11.090
5 >2.5000 >2.500 | 2.500] 625 625| >1.000  11.090
6 >2.500 >2.500| 2.500| 1.250] 1.250  >1.000  5.545
7 >2.5000 >2.500 | 2.500] 625 625] >1.000 5.545
8 >2.5000 >2.500| 2.500| 625| 1250 >1.000  11.080
9 >2.500| >2.500| >2.500] 3125 1.250 >1.000  5.545
10 625 | >2.5000 >2.500 1.250  1.250 250 5.545
11 2.500| >2.500 >2.500 625 1250  1.000  5.545
12 Fezes| >2:500 >2.500| >2.500 1.250] 1.250  >1.00p  11.090
13 625 | 2.500| >2.500 625 625 250 11.090
14 625 | 156,25 >2.500 3125 3125 250 11.090
15 1.250] >2.500 >2.500 1.250  1.250 500 11.090
16 >2.500 >2.500| >2.500] 625| 1250 >1.000  5.545
17 >2.500] 1.250 | 1.250| 3125 625] >1.000  11.0890
18 >2.500 1.250 | 1.250| 156,2[ 625| >1.000  11.090
19 >2.500 2.500 | 1.250| 625| 1.25 >1.000  5.545
20 Solo | >2:500 2.500 | 1250| 3125/ 625] >1.000 11.090
21 >2.500 3125 | 312,5] 31255 625] >1.000  11.090
22 >2.500 1.250 | 1.250] 625 625 >1.000 5.545
23 >2.500 1.250 | 1.250] 625| 1.250  >1.000  11.090
24 >2.500 1.250 | 1.250] 3125 625] >1.000  11.090
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APENDICE B — Concentracdo bactericida minima (CRig¥ml) da planta medicindVielaleuca
alternifolia frente aos isolados d@hodococcus equie diferentes origens nas formulacdes de Oleo
livre (OL), nanoemulsdo (NE) e nanocapsula (NCheodo 6leo essencial, além do seu composto
majoritario terpinen-4-ol, incorporado ao Oleo essd (T4 IN) e usado isoladamente, em uma
formulacdo comercial (T4 IS).

Isolado | Origem OL | NE | NC |OL+NEOL+NC| T4IN | T4IS
CBM (ug/mL)
1 >2.500] >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.00p  22.180
2 >2.500 >2.500 | >2.500] 1.250] 2.500  >1.00p  22.180
3 >2.5000 >2.500 | >2.500] 2.500 2.500  >1.000  11.090
4 | cjinico>2:500 >2.500 | >2.500] 1.250] 2500 >1.000 22.180
5 >2.500 >2.500 | >2.500] 1.250 2.500  >1.00p  22.180
6 >2.500 >2.500 | >2.500] 1.250 2.500  >1.00p  11.090
7 >2.500 >2.500 | >2.500] 1.250] 1.250  >1.00p  11.090
8 >2.500 >2.500 | >2.500] 2.500] 1.250  >1.00p  11.090
9 >2.500] >2.500| >2.500] 2.500] 2.500  >1.00p  22.180
10 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 2.500  >1.000  22.180
11 >2.500 >2.500| >2.500 625| 1.250  >1.000  11.080
12 Fezes| >2:500 >2.500 | >2.500 1.250] 2.500  >1.00p  22.180
13 >2.500 >2.500| >2.500 2.500] 2.500  >1.000  44.360
14 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 312,53 >1.000  22.180
15 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.000  22.180
16 >2.500 >2.500| >2.500] 2.500] 2.500 >1.000  11.090
17 >2.500| >2.500| >2.500 625| 1250 >1.000  22.180
18 >2.500 >2.500| >2.500] 3125 1.250 >1.000  22.180
19 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.000  22.180
20 Solo |>2:500 >2.500| >2.500 1.250| 1.250  >1.000  11.090
21 >2.500 >2.500| >2.500] 625[ 1.250  >1.000  11.090
22 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.000  11.090
23 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.000  11.090
24 >2.500 >2.500| >2.500] 1.250] 1.250  >1.000  11.090




