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RESUMO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE CAMOMILA ROMANA
(Chamaemelum nobile)

AUTOR: Marcelo Pires Barbosa
ORIENTADOR: Roberto Christ Vianna Santos

O aumento da prevaléncia de infecgcdes por micro-organismos multirresistentes
chamou a atencd@o da comunidade cientifica para a necessidade de novos farmacos
antimicrobianos. Ao mesmo tempo, a percepcdo da inevitabilidade do
desenvolvimento de resisténcia a esses agentes, levou a uma busca por métodos
alternativos de combate a infec¢cbes, como o uso de agentes sem atividade
antimicrobiana direta, mas capazes de impedir a expressao de fatores de viruléncia e
potencializar a acao de antimicrobianos. Metabdlitos secundarios de plantas sao ricos
em moléculas biologicamente ativas e se tornaram alvo de intensas pesquisas nesse
sentido. O presente estudo teve como objetivo avaliar tais acdes no 6leo essencial de
Chamaemelum nobile, popularmente conhecida como camomila romana. Os
componentes do Oleo foram identificados por GC-FID e GC-MS, a atividade
antimicrobiana foi avaliada por microdiluicdo em caldo e por teste de sinergismo com
amicacina. A inibicao de fatores de viruléncia foi verificada com testes de inibicdo da
formacéao de biofilme, inibicdo de motilidade e interferéncia em sistema de quorum
sensing através do teste de inibicdo da producdo de violaceina. O 6leo analisado
apresentou a-pineno e B-pineno como componentes majoritarios e uma fraca acao
antimicrobiana frente a algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Shigella sp. e Staphylococcus sp. com CIMs de 227 e 455 mg/mL.
Concentragdes do 6leo de 14,2 e 7,1 mg/mL foram capazes de inibir a producéo de
violaceina em Chromobacterium violaceum e concentracdes de 227 e 113 mg/mL
inibiram as motilidades dos tipos swarming e twitching, porém induziram um aumento
da formacédo de biofilme em P. aeruginosa PAOL. O 6leo apresentou forte atividade
moduladora da atividade de amicacina em P. aeruginosa PAO1, reduzindo em 128
vezes a CIM desse antimicrobiano.

Palavras-chave: Chamaemelum nobile; camomila romana; sinergismo; motilidade



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ROMAN CHAMOMILE (Chamaemelum nobile)
ESSENTIAL OIL

AUTHOR: Marcelo Pires Barbosa
ADVISER: Roberto Christ Vianna Santos

The increased prevalence of infections by multiresistant microorganisms has drawn
the attention of the scientific community to the need for new antimicrobial drugs. At the
same time, the perception of the inevitability of the development of resistance to these
agents led to a search for alternative methods to treat infections, such as the use of
agents without direct antimicrobial activity, but capable of preventing the expression of
virulence factors and potentializing the action of antimicrobials. Secondary plant
metabolites are rich in biologically active molecules and have become the subject of
intense research in this area. The present study aimed to evaluate such activity in the
essential oil of Chamaemelum nobile, popularly known as Roman chamomile. The
components of the oil were identified by GC-FID and GC-MS, the antimicrobial activity
was evaluated by broth microdilution and by antimicrobial synergism test with
amikacin. Inhibition of virulence factors were verified with tests of inhibition of biofilm
formation, inhibition of motility and interference in the quorum sensing system through
the inhibition test of violacein production. The analyzed oil presented a-pinene and (-
pinene as major components and a weak antimicrobial action against some strains of
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Shigella sp. and Staphylococcus
sp. with MICs of 455 and 227 mg/mL. Oil concentrations of 14,2 and 7,1 mg/mL were
able to inhibit the production of violacein in Chromobacterium violaceum and
concentrations of 227 and 113 mg/mL inhibited the swarming and twitching types of
motility, but induced an increase in biofilm formation in P. aeruginosa PAOL1. The oll
showed strong modulatory activity of the amicacin activity in P. aeruginosa PAO1
reducing the MIC for this antimicrobial by 128-fold.

Keywords: Chamaemelum nobile; Roman chamomile; synergism; motility
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1 INTRODUCAO

A descoberta da penicilina, nos anos 20, foi um dos mais importantes avangos
da medicina. A partir dos anos 40, com a sua produ¢éo em larga escala e a descoberta
de vérias outras classes de antimicrobianos, a humanidade experimentou um grande
aumento na qualidade e expectativa de vida (CRF, 2011).

Desde entdo, a resisténcia aos antimicrobianos vem aumentando em todo
mundo, levando ao aparecimento de cepas resistentes a multiplos farmacos, algumas
das quais resistentes a virtualmente todos os antimicrobianos comercialmente
disponiveis. Em 2007, esses micro-organismos foram responsaveis por 400.000
infecgdes e 25.000 mortes na Europa e um custo estimado em 1,5 bilhdes de euros
(BUSH, 2011). A escalada de micro-organismos multirresistentes, junto a caréncia de
novos farmacos, levanta a possibilidade que a humanidade possa viver uma era pos-
antibioticos, em que muitas infec¢cdes serdo novamente intrataveis.

Essa temida possibilidade levou a uma busca por novas abordagens para o
enfrentamento da resisténcia a antimicrobianos, como o desenvolvimento de vacinas,
terapia com bacteriéfagos e interferéncia na capacidade de formacédo de biofilme e
expressdo de fatores de viruléncia, bem como a combinacdo de 2 ou mais
antimicrobianos ou a combinacao destes com agentes nao-antimicrobianos capazes
de potencializar sua agdo (BUSH, 2011).

Acredita-se que mais de 60% das infec¢des estdo associadas a formacao de
biofilmes por micro-organismos (PARAJE, 2011). Os biofilmes sdo comunidades
organizadas de micro-organismos, inseridos em uma matriz polimérica, que
colaboram entre si. A formacao de biofilme € um processo complexo e multifatorial,
que depende tanto de fatores ambientais quanto de mecanismos genéticos dos
organismos envolvidos, que podem ser mediados por sinalizadores extracelulares
conhecidos como sistema quorum sensing (KJELLEBERG, 2002).

Bactérias vivendo sob a forma de biofiilmes sdo mais resistentes a
antimicrobianos, podendo apresentar Concentragao Inibitoria Minima (CIM) até 1000
vezes maior que suas formas planctonicas (NICKEL, 1985). Essa maior resisténcia
apresentada por biofilmes nédo pode ser explicada por um Gnico mecanismo, mas sim
por uma combinacéo de fatores que incluem a matriz extracelular, que pode servir de

barreira a difusao do antibiético, a menor taxa de crescimento nas camadas mais
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profundas devido a menor quantidade de oxigénio, que torna essas bactérias menos
suscetiveis a acdo do medicamento (PARAJE, 2011).

Biofilmes apresentam intima relagdo com motilidade bacteriana e essa é
importante tanto para a aproximacéo da superficie (O'TOOLE, 1998) quanto para a
disperséo a partir de um biofilme formado (PUREVDORJ-GAGE, 2005). Além disso, a
motilidade por si s6, pode conferir resisténcia aumentada a antimicrobianos e permitir
a colonizacédo de ambientes hostis (KIM, 2003; LAI, 2009; HOL, 2016). A regulagao
da transicdo entre esses estados movel e séssil é feita através de uma complexa rede
de sinalizadores intra e extracelulares, incluindo quorun sensing e diguanilato ciclico
(c-di-GMP), que também estéo envolvidos na expressdo de varios outros fatores de
viruléncia (SKARIYACHAN, 2018).

Antimicrobianos foram tradicionalmente encontrados em fungos e bactérias do
solo, e a escassez de descoberta de novos antimicrobianos nesses organismos levou
a ampliacdo da busca para vegetais. Plantas sdo conhecidas pela capacidade de
sintetizar uma enorme variedade de metabdlitos secundérios, como, por exemplo,
Oleos essenciais, que, embora nédo vitais para a planta, possuem importante papel de
defesa contra insetos, roedores e micro-organismos, (BASSOLE, 2012).

Popularmente conhecida como camomila romana, a Chamaemelum nobile é
uma erva perene nativa da Europa que pertence a familia Asteraceae. Também é
conhecida como Anthemis nobilis, e alguns estudos relatam atividades antimicrobiana
(KAZEMIAN, 2015, DUARTE, 2005), inseticida (AL SNAFI, 2016), hipotensiva (AL
SNAFI, 2016), anti-inflamatoria (AL SNAFI, 2016), hipoglicemiante (EDDOUKS, 2005),
ansiolitica (AL SNAFI, 2016) e antioxidante (SHARIFZADEH, 2016, GUIMARAES,
2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os componentes majoritarios do 6leo essencial de C. nobile bem como
sua atividade antimicrobiana e inibitoria sobre fatores de viruléncia de micro-

organismos patogénicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar a composi¢cdo do 6leo essencial de C. nobile;

2.2.2 Avaliar atividade antimicrobiana do 6leo frente a bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas;

2.2.3 Avaliar a atividade antifiingica do 6leo em leveduras do género Candida;

2.2.4 Avaliar a atividade inibitéria de motilidade de P. aeruginosa do 6leo em
concentracdes subinibitorias;

2.2.5 Avaliar a capacidade de concentracfes subinibitérias do 6leo de inibir a
producao de biofilme de P. aeruginosa;

2.2.6 Avaliar a capacidade de concentracfes subinibitorias do 6leo em interferir com
0 mecanismo de regulacdo quorum sensing;

2.2.7 Avaliar a atividade antimicrobiana em combinacdo com o agente antimicrobiano

amicacina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SITUACAO ATUAL DA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Ao longo de toda sua histéria, o homem foi vitima de muitas doencas
infecciosas, que por alguns periodos foram a principal causa de mortalidade.
Infeccdes hoje facilmente trataveis frequentemente resultavam em 6bitos ou deixavam
sequelas importantes (CRF-SP, 2011). Este quadro permaneceu inalterado até a
industrializacdo da penicilina na década de 40. A partir de entdo, varios outros
antimicrobianos foram descobertos e passaram a ser comercializados, possibilitando
muitos avan¢os na medicina e o consequente aumento da qualidade e expectativa de
vida da populacao (PIDDOCK, 2012, CRF-SP, 2011).

O que ficou conhecido como era de ouro da descoberta dos antimicrobianos,
entre os anos 40 e comec¢o dos anos 70, criou uma percepcao equivocada de que
doencas infecciosas ja ndo representavam um grande problema de saude. Assim, o
foco das pesquisas de medicamentos mudou para doencgas nao-infecciosas, e a
descoberta de novos antimicrobianos despencou (O’NEILL, 2016).

Paralelamente a isso, a resisténcia a antimicrobianos comec¢ou a aumentar, e
hoje chega a niveis assustadores, como 0s 80% de resisténcia a oxacilina em cepas
de Staphylococcus aureus, ou 50% de resisténcia a carbapenémicos em cepas de
Klebsiella pneumoniae encontradas em alguns estudos (WHO, 2014). Em 2007,
micro-organismos multirresistentes foram responsaveis por 400.000 infeccbes e
25.000 mortes na Europa (BUSH, 2011) e se estima que em 2050 causardo 10
milhdes de mortes por ano (O'NEILL, 2016).

O impacto financeiro dessas infeccoes também € enorme. Pacientes que
apresentam infecgbes por micro-organismos multirresistentes frequentemente sao
colocados em isolamento nos hospitais para evitar a disseminagdo do micro-
organismo para outros pacientes. Além disso, o tratamento exige medica¢cdes mais
caras e que muitas vezes apresentam efeitos colaterais importantes, levando a um
aumento no tempo de internagcao (MARMITT, 2015). Dessa forma, o tratamento, que
ja representa de 30 a 50% dos custos com medicamentos em hospitais (TOSCANO,
2015), se torna ainda mais oneroso. O’NEILL (2016) estima que se nada for feito, as

perdas econémicas chegardo a U$100 trilhes até 2050.
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Embora a escalada da resisténcia esteja inegavelmente relacionada ao intenso
uso de antimicrobianos pela humanidade, micro-organismos resistentes ja existiam
muito antes da descoberta da penicilina. O primeiro isolado da National Collection of
Type Cultures (NCTC) do reino Unido € uma cepa de Shigella flexnerii isolada de um
soldado na primeira guerra e estudos recentes demonstraram que era ja resistente a
penicilina e eritromicina (MATHER, 2014). A presenca de genes de resisténcia a
varios antimicrobianos em amostras obtidas na camada de Permafrost, na regido do
artico, que estiveram congeladas por milhares de anos e modelos computacionais
estimam que genes de resisténcia se originaram ha milhdes de anos (Perry, 2016).

Em seu relatério, encomendado pelo governo britanico, O’'NEILL (2016) sugeriu
algumas agbOes para combater a ascensdao da multirresisténcia e suas graves
consequéncias, entre as quais o estimulo a pesquisa de novos antimicrobianos.
Entretanto, a compreensao de que o desenvolvimento de resisténcia € um mecanismo
natural inevitdvel e acelerado pela forte pressdo evolutiva imposta pelo uso de
antimicrobianos, levou estudiosos a propor formas de controle de infeccdo que
dificultem o desenvolvimento de resisténcia, como a utilizacéo de vacinas (KENNEDY,
2017), terapia antimicrobiana combinada (REX CONSORTIUM, 2013) e interferéncia
em mecanismos de viruléncia (ALLEN, 2014) bem como sua regulacéo e relagdo com

biofilmes.

3.2 TERAPIA ANTIMICROBIANA COMBINADA

Terapia combinada consiste no uso de 2 ou mais farmacos simultaneamente
para um tratamento. Pode ser usada com o intuito de diminuir as doses necessarias
de um medicamento toxico, como & 0 caso de alguns regimes de quimioterapia
(DECKER, 2005), ou para evitar o surgimento de resisténcia, como por exemplo 0s
tratamentos para HIV (RICHMAN, 2001) e tuberculose (MITCHISON, 2012). Porém,
no atual contexto de alta prevaléncia de micro-organismos multirresistentes, a
principal razdo para essa escolha, € a superacdo da resisténcia a algum
antimicrobiano. Essa abordagem ja vem sendo usada com sucesso desde a
introducé@o na clinica dos inibidores de B-lactamase, que permitem a utilizacdo de
antimicrobianos para 0s quais 0S micro-organismos apresentam resisténcia

(WRIGHT, 2016).
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A terapia antimicrobiana combinada pode ser dividida em 2 grupos: associacao
entre 2 ou mais antimicrobianos; e associacdo entre um antimicrobiano e um
adjuvante, que sdo moléculas sem acao antibacteriana quando usadas sozinhas, mas
gque quando associados a um antimicrobiano, potencializam sua acao
(WORTHINGTON, 2013).

Por sua vez, os adjuvantes podem ser de classe I, que inibem mecanismos de
resisténcia do micro-organismo ou de classe Il, que atuam aumentando a resposta
imunolégica do hospedeiro. Adjuvantes de classe | podem ser ainda subdivididos em
classe IA e classe IB (WRIGHT, 2016).

Adjuvantes da classe IA atuam sobre mecanismo de resisténcia ativo, ou seja,
especificos a algum antimicrobiano, como inibicdo de enzimas responsaveis pela sua
inativacdo. A associacdo de B-lactamicos e inibidores de B-lactamase pertence a
classe IA e é o Unico exemplo em uso clinico de associacdo de um antimicrobiano
com um adjuvante (WRIGHT, 2016). Adjuvantes da classe IB atuam sobre um
mecanismo de resisténcia passivo, capazes de conferir resisténcia a mdultiplos
farmacos (WRIGHT, 2016). Um exemplo desse mecanismo ¢€ ilustrado pelos estudos
de EJIM et al. (2011), que notaram que o antidiarreico loperamida age diminuindo o
componente elétrico da forca motriz proténica. Como consequéncia, ocorre um
aumento da diferenca de pH através da membrana interna, o que acaba aumentando
a permeabilidade da membrana a tetraciclinas.

Outro possivel mecanismo para um adjuvante de classe Il € a inibicdo de
bombas de efluxo. Fenilalanina-arginil -naftilamida (PABN) é um inibidor de um amplo
espectro de bombas de efluxo, e sua capacidade de aumentar a sensibilidade a
antimicrobianos ja foi demonstrada em varias espécies (LOMOVSKAYA, 2001).
Posteriormente, foi demonstrado que € capaz de aumentar a susceptibilidade a
antimicrobianos em cepas deficientes em bombas de efluxo, sugerindo que tenha
acdo também de aumentar a permeabilidade da membrana (LAMERS, 2013).
Mecanismo similar ja foi descrito para (-)-a-pineno em combinac¢do com ciprofloxacino
em cepas de Campylobacter jejuni (KOVAC, 2015)).

Com base na experiéncia com antirretrovirais e no tratamento de Mycobacterium
sp, tem sido proposto que a terapia combinada poderia dificultar o surgimento de
resisténcia em bactérias gram-positivas e gram-negativas e isso foi demonstrado por

LOUIE et al. (2010) que conseguiram suprimir o desenvolvimento de resisténcia em
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P. aeruginosa com uma combinacdo sinérgica de meropenem e levofloxacino.
Contudo, a associacdo com adjuvantes € considerada particularmente promissora,
pois por ndo terem acdo antimicrobiana direta, esses agentes exerceriam menor
pressédo evolutiva. De fato, combinacdo de PABN com levofloxacino reduziu em mais
de 4 ordens de magnitude a emergéncia de resisténcia em P. aeruginosa
(LOMOVSKAYA, 2001).

A interacdo entre antimicrobianos e moléculas vegetais também tem sido muito
estudada, com resultados promissores (LANGEVELD, 2014). Por exemplo,
BARRETO et al.(2014) relataram que o extrato alcoodlico de Lippia origanoides reduziu
pelo menos 5 vezes a CIM de amicacina e 10 vezes a CIM de neomicina frente a uma
cepa multirresistente de Staphylococcus aureus, e GUERRA et al (2012)
demonstraram sinergismo entre os 0leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum e

Citrus limon e amicacina frente a Acinetobacter sp.

3.3 BIOFILMES

Biofilmes sdo comunidades microbianas aderidas a uma superficie biolégica ou
nao, e envoltas em uma matriz extracelular, cuja composi¢éo varia de acordo com as
condicdes de crescimento e a(s) espécie(s) envolvida(s) (TOYOFUKU, 2016). Sua
formacdo comeca com a aproximacao e ligacdo reversivel do micro-organismo com
uma superficie (O'TOOLE, 1998; CAIAZZA, 2004), que pode ou ndo levar a adesao
irreversivel e a uma série de mudancas fenotipicas como a sintese dos componentes
da matriz, resultando no estabelecimento do biofilme (PARAJE, 2011). A partir dai o
biofilme cresce através da multiplicacdo das células j& presentes nele e da adesao de
outras células planctbénicas. Por fim, algumas células escapam da matriz e colonizam

outros locais, formando novos biofilmes (PAMP, 2009) (Figura 1).
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Figura 1: Formacéao de biofilme
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Figura 1: Formacao de biofilme. Células plancténicas aderem reversivelmente a uma superficie. A
medida que proliferam, produzem componentes da matriz extracelular enquanto motilidade e outros
fatores de viruléncia sdo inibidos. Por fim, algumas células se desprendem do biofilme e voltam a forma
plancténica. Fonte: Adaptado de MAUNDERS (2017)

7

O primeiro passo para a formacédo de biofiime é a aproximacdo do micro-
organismo a superficie para posterior adeséo e é nessa etapa que a motilidade tem
um papel importante. Para conseguir superar as forgas de repulsdo e se aproximar da
superficie, micro-organismos méveis usam flagelos. Porém, apds essa aproximacao
inicial, que ocorre por um tempo muito curto, 0 movimento precisa ser inibido para que
outras moléculas de adesdo possam se ligar a superficie e iniciar a adeséo
permanente (ROMLING, 2013).

Ainda néo esté claro como células bacterianas percebem que chegaram a uma
superficie sélida, mas uma teoria sugere que a resisténcia ao movimento flagelar
imposta por superficies mais duras ativa genes reguladores (KAZMIERCZAK, 2015).
Esses genes causam diminuicdo de velocidade de rotacdo ou na frequéncia de
reversao da direcdo de rotagéo do flagelo, permitindo um maior tempo de contato entre
a bactéria e a superficie (CAIAZZA, 2007). Esses mesmos genes também estéo
envolvidos na ativacdo da sintese do polissacarideo Pel e diminuicdo da sintese de

surfactantes, que € necessaria para movimento do tipo swarming, em P. aeruginosa
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(CAIAZZA, 2007). Dessa forma, swarming e formacao de biofilme sdo inversamente
regulados através da regulacdo de movimentos flagelares.

Outra organela importante nos estagios iniciais da formacgéo de biofilme é o
pilus tipo IV. KOWLES et al. (2010) demonstraram que a ligacdo a uma superficie
ativa a producao de pili tipo 1V. Esse tipo de pilus € diferente de outros pili e fimbrias
por apresentar capacidade de extenséo e contracao e através desse movimento pode
puxar a célula em direcédo a superficie e permitir a ligacdo de outras adesinas. Essa
ligacéo é irreversivel e induz a secrec¢éo de polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA
extracelular, que formardo a matriz pela qual as células microbianas estdo envoltas
(BURROWS, 2010).

O biofilme maduro geralmente € composto de varios aglomerados de células,
denominados de macrocol6nias, intercalados com canais que permitem a passagem
de agua e outros nutrientes e metabdlitos, ambos em envoltos em uma matriz, que
compde cerca de 80% da massa do biofilme. Podem apresentar uma variedade de
estruturas tridimensionais, que variam de acordo com a espécie e as condi¢cdes do
meio em que foi formado. Por exemplo, biofiimes de P. aeruginosa formados em
condicBes aerébicas comumente apresentam macrocol6nias com forma de cogumelo,
intercaladas com canais de agua, e quando formados sob anaerobiose apresentam
uma estrutura semelhante a uma rede e com células alongadas (YAWATA, 2008).
Essa estrutura permite a criacao de diferentes microambientes devido a diferenca de
concentracéo de substratos em diferentes regides (WERNER, 2004), o que leva a uma
grande variabilidade fenotipica nas células que integram o biofime (VLAMAKIS,
2008).

Algumas células podem se desprender de um biofilme maduro, voltar ao estado
planctonico e colonizar outras areas. Esse processo pode acontecer tanto de forma
passiva, devido a erosao do biofilme por fatores mecéanicos, quanto de forma ativa,
que depende da degradacdo da matriz ou de algumas células dentro do biofilme
voltarem a adquirir motilidade e se desprenderem (TOYOFUKU, 2016).

Essa forma de organizagdo multicelular confere uma maior resisténcia a
antimicrobianos, que chega a ser 1000 vezes maior que em células plancténicas
(NICKEL, 1985). A susceptibilidade reduzida a antimicrobianos varia de acordo com o
agente usado, as condi¢cdes de crescimento, estagio de maturacdo do biofilme, da
espécie microbiana e até mesmo com diferentes cepas de uma mesma espécie, e é

amplamente aceita como sendo multifatorial, envolvendo fatores como reduzido
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acesso dos farmacos aos micro-organismos, restricbes nutricionais e maior
variabilidade genética e fenotipica (HALL, 2017).

Um bom exemplo dessa variabilidade é Psl, um polissacarideo composto de D-
glicose, D-manose e L-ramnose, que é parte importante da matriz extracelular
produzida por cepas de Pseudomonas aeruginosa PAOL, mas néo é sintetizada pela
cepa PAl4. A presenca de Psl confere resisténcia aumentada a colistina, polimixina
B, tobramicina e ciprofloxacina nos estégios iniciais da formacao de biofilme, mas ndo
no biofilme maduro (BILLINGS, 2013). Essa acdo aparentemente é mediada por uma
interacao do polissacarideo com esses antimicrobianos, de uma maneira similar a que
ocorre com alginato (HATCH, 1998) e outros glicanos periplasmaticas
(SADOVSKAYA, 2010).

Outros mecanismos que diminuem o acesso de antimicrobiano as células séo
enzimas extracelulares, como por exemplo uma B-lactamase encontrada em biofilmes
de K. pneumoniae (ANDERL, 2000) e a presenca de DNA extracelular (€DNA). eDNA
esta presente no biofilme da maioria, se ndo de todas, as espécies bacterianas, e
conferem resisténcia de varias formas. Por ser anibnico, eDNA pode se ligar a
farmacos cationicos, impedindo seu acesso as células. Também podem quelar ions
Mg** (MULCAHY, 2008) e acidificar o meio (WILTON, 2016), e ambos sinais ativam
os sistemas de regulacdo génica PhoPQ e PmrAB que, através da inducao da adicdo
de aminoarabinose a porcdo lipidica do lipopolissacarideo e da sintese de
espermidina, leva a maior resisténcia a aminoglicosideos e peptideos catibnicos
(WILTON, 2016, MULCAHY, 2008).

Além disso, eDNA também foi relacionado a uma maior transmisséo horizontal
de genes de resisténcia em C. jejuni (BAE, 2014). Esse aumento da transferéncia
também pode ocorrer através de plasmideos. Foi sugerido que a proximidade entre
as células facilita a conjugacdo e em um estudo com S. aureus, SAVAGE et al. (2013)
relataram uma frequéncia mais de 10.000 vezes maior de transferéncia de plasmideos
conferindo multirresisténcia em biofilmes que em células planctonicas.

Outra fonte de variabilidade genética em biofilmes é a maior taxa de mutagao,
causada por um aumento de estresse oxidativo enddégeno (BOLES, 2008).
Paradoxalmente, a diminuicdo do estresse oxidativo também pode diminuir a
susceptibilidade de biofilmes. Devido ao gradiente de difusdo, camadas mais
profundas do biofilme frequentemente enfrentam caréncia de nutrientes, o que pode

levar a ativagdo da resposta estringente. Resposta estringente € um mecanismo
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altamente conservado em bactérias, na qual a privacdo de aminoacidos induz a
sintese de guanosina tetrafosfato (ppGpp) e guanosina pentafosfato (pppGpp),
mensageiros que através de interacdo com a RNA polimerase leva a uma série de
alteracbes na expressdo génica, incluindo a inibicdo da sintese de proteinas e
ativacdo de rotas de sintese de aminoacidos. Também causa um aumento da
expressdo de enzimas como superoxido dismutase e catalase, e previne a
acumulacdo das moléculas pré-oxidante 4-hidroxi-a-alquinolinas. Esse conjunto de
acOes ajuda proteger as bactérias do estresse oxidativo que é parte do mecanismo de
acao de varios antimicrobianos (NGUYEN, 2011).

Adicionalmente, a baixa disponibilidade de oxigénio nas areas mais profundas
do biofilme faz com que muitas células tenham reduzida atividade metabdlica, o que
diminui a acdo de antimicrobianos e leva a formacédo de persister cells, células que
estdo em um estado de laténcia e tem baixa susceptibilidade a antimicrobianos
(BROOUN, 2000).

Diante de tamanha variabilidade nos mecanismos de resisténcia de biofilmes
maduros, impde-se a busca por formas de impedir a formacgéo de biofilmes, dentre as
guais se destacam a inibicdo da motilidade e adesao, e muitos esforcos tém sido feitos

para elucidar esses processos.

3.4 MOTILIDADE

Motilidade € uma caracteristica comum a muitos micro-organismos e tem grande
importancia na capacidade de subsisténcia desses organismos, pois permite que as
células se movam na direcdo de nutrientes ou se afastem de ambientes hostis.
Clinicamente, motilidade € um importante fator de viruléncia, permitindo a
disseminagdo do micro-organismo para locais distantes a partir de um foco de
infeccdo (DRAKE, 1988). Além disso, ja foi relatado o aumento de resisténcia a
antimicrobianos durante movimentos bacterianos coletivos (KIM, 2003; LAI, 2009;
HOL, 2016).

Existem varios tipos de motilidade bacteriana: sliding € uma forma passiva de
movimento, mediada pelo crescimento bacteriano, que forga as células a se afastarem
da origem; gliding € um termo genérico que se aplica a qualguer forma de movimento
ativo em uma superficie que néo envolva nem pili nem flagelo. Swimming e swarming

sdo ambas mediadas por flagelos e twitching € um movimento através de uma



20

superficie mediada por pili tipo IV (KEARNS, 2010). P. aeruginosa apresenta
motilidades dos tipos twitching, swimming e swarming, e por isso € o principal modelo

bacteriano para estudo de motilidade.

Figura 2: Tipos de motilidade bacteriana
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Figura 2: Tipos de motilidade bacteriana. Fonte: Adaptado de KEARNS (2010)

Swimming € um movimento unicelular que ocorre em meio liquido. Além de permitir a
colonizacéo de locais distantes, esta associado a formacéao de biofilmes, pois o flagelo
utilizado na movimentacao serve também de molécula de adeséo a superficies, que é
um passo importante na formacao de biofiimes (O’'TOOLE, 1998). Adicionalmente,
HOL et al (2016), demostraram que uma populacéo de Escherichia coli foi capaz de
colonizar uma &rea com concentragdo de canamicina 50 vezes superior a CIM através
de migragdo por swimming através de um gradiente de concentragdo. Essa maior
tolerancia s6 ocorreu apds uma alta densidade populacional ser atingida, e a CIM
dessas cepas voltou aos niveis basais quando reisoladas, mostrando que a
resisténcia nao era devida a mutacgoes.

Swarming é caracterizado por um movimento rapido e coordenado de um grupo
de células em uma superficie semissolida, equivalente a concentracbes de agar de
aproximadamente 0,5%. Resisténcia aumentada a varios antimicrobianos relacionada
a swarming, ja foi relatada em varias espécies (KIM, 2003; LAI, 2009), e assim como
no experimento de HOL et (2016), foram demonstradas ser independentes de
mutacdes. Um possivel mecanismo para essa maior tolerdncia a antimicrobianos

durante swarming é a inducdo da expressao de genes relacionados a resisténcia para
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evitar a autotoxicidade devido a secrecdo de surfactantes, que possuem atividade
antimicrobiana (YANG, 2017).

A secrecdo de surfactantes é uma das mudancas fenotipicas que sao
necessérias para swarming. Outras mudancas geralmente envolvem alongamento
celular e expressdo aumentada de flagelos (KEARNS, 2010). No caso de P.
aeruginosa consistem na expressdo de um motor flagelar adicional além daquele
necessario para swimming (TOUTAIN, 2005) e a sintese e secrec¢do de ramnolipidios
(KOHLER, 2000), que consiste de uma mistura de mono e di-ramnolipidios e seus
precursores, acidos 3-(3-hidroxialcanoiloxi) alcandicos (HAAs). Glicose-1-P, um dos
precursores na sintese de ramnolipidios, é também necessario para a sintese dos
polissacarideos Pel e Psl, e ativacdo de uma dessas vias indiretamente inibe a outra
através da competicdo por um substrato (WANG, 2014), consistindo em uma
importante forma de regulacao entre a formacao de biofilme ou continua¢éo da forma
de vida plancténica (WANG, 2014).

A participagdo de pili tipo IV em swarming é controversa. Alguns estudos
apontam que cepas deficientes em pili tipo IV s&o incapazes de swarming (KOLER,
2000; LEECH, 2006), porém evidéncias mais recentes sugerem que pili tipo 1V ndo sé
sdo desnecessarios, como interferem negativamente (YANG, 2017).

Pili tipo 1V, além do papel jA mencionado na adeséo, permite também o terceiro
tipo de motilidade de P. aeruginosa, twitching. Nesse movimento, que ocorre em
superficies com consisténcia equivalente a 1% de agar, a capacidade de extensao e
retracdo do pilus € usada pela célula para explorar a superficie a qual se aderiu
(BURROWS, 2012). Essa movimentacdo desempenha importante papel na definicdo
da estrutura do biofilme, com cepas capazes de twitching colonizando outras areas e
expandindo o biofilme apds atingir uma certa densidade, enquanto cepas incapazes
de twitching, formam biofilmes mais espesso e mais localizados na area de fixagédo
inicial (KLAUSEN, 2003). Outro estudo, de ZHAO et al. (2013) demonstra que cepas
de P. aeruginosa, a medida que exploram uma superficie através de twitching
depositam Psl, que estimulam o movimento de outras células, em um mecanismo de
feedback positivo, que leva a formacdo de microcolénias nos locais onde ha maior
depdsito de Psl.

Tanto a presenca deste tipo de pilus quanto a motilidade twitching estédo
relacionados com uma maior viruléncia, e nem sempre se pode distinguir seus papeéis,

ja que muitos estudos sao feitos com cepas deficientes em pili (KLAUSEN, 2003;



22

BURROWS, 2012). Contudo, alguns estudos usando cepas com pili incapazes de
contracao e retracdo demonstraram o papel de twitching como fator de viruléncia. Por
exemplo, ZOFAGHAR et al. (2003), demonstraram que a deficiéncia de twitching
reduz a capacidade de P. aeruginosa de colonizar cérneas de camundongos,

independentemente de ser deficiente em pili ou néo.

3.5 REGULACAO GENICA DA FORMACAO DE BIOFILME EM P. aeruginosa

A sintese de fatores de viruléncia demanda um alto consumo de energia e sua
expressdo seria uma desvantagem em situacfes onde ndo Sao necessarios
(HEILMAN, 2015). Dessa forma, sua expressao é controlada por uma complexa rede
de reguladores, dentre os quais se destacam quorum sensing (QS) (SKARIYACHAN,
2018) e c-di-gmp (ROMLING, 2013).

Quorum sensing system (QSS) é um mecanismo regulatério que permite que
micro-organismos reconhecam sua densidade populacional através de pequenas
moléculas difusiveis que sdo produzidas e secretadas no meio. De maneira
simplificada, o micro-organismo produz um receptor e um ligante (Al, do inglés
autoinducer), que € secretado. AplOs atingir uma certa densidade celular, a
concentracdo do Al no meio atinge 0s niveis necessarios para se ligar ao receptor,
gue entdo age como um fator de transcricdo (FUQUA, 1994), inibindo ou ativando
multiplos genes que por sua vez regulam fun¢cdes como producdo de enzimas,
polissacarideos, siderdforos e motilidade (DEFOIRDT, 2018).

O primeiro QSS a ser descoberto foi 0 sistema Luxl/LuxR, que regula a
bioluminescéncia na bactéria marinha Vibrio fischeri. Desde entdo, analogos desse
sistema foram encontrados em varios outros micro-organismos, cada um com seus
Ais especificos, geralmente oligopeptideos em bactérias gram-positivas e acil
homoserina lactonas (AHLS) em bactérias gram-negativas (KALIA, 2018).

Assim como ocorre com biofilme e motilidade, P. aeruginosa se tornou o
principal modelo para estudo de QS, e nessa bactéria ja foram identificados 4 sistemas
diferentes (DEFOIRDT, 2018). Dois deles, Lasl/LasR e RhllI/RhIR sdo analogos do
sistema LuxI/R e seus Als sao n-(3-oxo-dodecanoil)-L-homoserina lactona (OdDHL) e
N-butanoil-L-homoserina lactona (BHL), respectivamente. Os outros dois sao
conhecidos pelos nomes de PQS (Pseudomonas quinolone signal) e IQS (Integrated

guorum-sensing signal). Existe ainda um quinto receptor QscR, que nao possui um Al
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préprio, mas que interage com OdDHL e inibe a expressao de varios genes regulados
por RhIR e LasR. Esse ultimo, apods ligacdo com OdDHL é capaz de ativar também os
outros 3 sistemas. Além disso, tanto IQS quanto PQS podem ativar o sistema Rhl, que
por sua vez, inibe o sistema PQS (TURKINA, 2018). Um modelo dessa complexa rede

regulatoria pode ser visto na figura 1.

Figura 3 — Sistemas quorum sensing em P. aeruginosa
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Figura 3 — Sistemas quorum sensing em P. aeruginosa. Os autoindutores OdDHL, BHL, IQS e PQS
sé@o produzidos por Lasl, Rhll, AmMbBCDE e PgsABCD respectivamente e uma vez ligados a seus
receptores (LasR, RhIR, IgsR e PgsR, respectivamente) atuam na regulacdo de diversos genes.
Adicionalmente, o complexo LasR/OdDHL ativa os outros 3 sistemas quorum sensing, o sistema PQS
ativado aumenta a expressao do sistema Rhl, e este por sua vez, inibe a expressao do sistema PQS.
Além disso, o sistema 1QS também é capaz de ativar o sistema PQS. Por fim, o receptor QscR, uma
vez ligado a OdDHL reprime tanto Las como Rhl. Fonte: Adaptado de DEFOIRDT (2018)

Esses sistemas podem atuar juntos ou separadamente para a regulacdo de
inumeros fatores de viruléncia. Por exemplo, a producao de piocianina é regulada por
OdDHL, BHL e PQS, a sintese de ramnolipideos é controlada por BHL e PQS e a
sintese de polissacarideos por OdDHL e BHL (DEFOIRDT, 2018).
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Chromobacterium violaceum €& um bacilo gram-negativo que produz um
pigmento com acédo antimicrobiana chamado violaceina sob a regulacdo de um QSS
analogo ao sistema Luxl/LuxR. A producdo de violaceina € facilmente detectada a
olho nu devido a sua cor violeta caracteristica e pode ser quantificada por
espectrofotometria. Como esse sistema é capaz de responder a uma variedade de
AHL, a inibicdo da producéo de violaceina se tornou rapidamente um teste de triagem
para inibidores de QS (MOROHOSHI, 2008).

Outra importante forma de regulacdo é através de diguanilato ciclico (c-di-
GMP). Inicialmente descrito como ativador da sintese de celulose, foi posteriormente
reconhecido como um segundo mensageiro envolvido na regulacdo da motilidade,
formacéo de biofilme, viruléncia, ciclo celular e outros processos em uma ampla gama
de bactérias (ROMLING, 2013).

A transicao da forma de vida planctdnica para séssil € um importante papel de
c-di-GMP (SIMM, 2004) e é mediada através da inibicdo da motilidade e inducéo da
sintese de polissacarideos. Altos niveis de c-di-GMP séo capazes de ativar a sintese
de Pel através da ligacdo com o gene FleQ. Esse gene também participa da regulacao
da sintese de flagelos, porém néo esta claro se essa regulacdo também é mediada
por c-di-GMP. Contudo, outro mecanismo de regulacao flagelar é mediado por c-di-
GMP: aregulacéo da frequéncia de reversdes do sentido de rotacéo do flagelo (FANG,
2010). A diminuic&o dessa frequéncia devido a altos niveis de c-di-GMP favorece um
tipo de swimming mais “suave”’, sem muitas mudangas de diregdo, enquanto o
aumento da frequéncia, induzida por baixos niveis de c-di-GMP, leva a mais
mudancas de direcdo e maior sensibilidade a estimulos quimiotaticos. PAUL et al.
(2010), por sua vez demonstraram que altos niveis de c-di-GMP reduzem a velocidade
de rotacdo do flagelo. Juntos, esses dois mecanismos favorecem a formacgéo de
biofilme e inibem a motilidade

Além disso, foi proposto que c-di-GMP regula a extensédo/contracéo de pili tipo
IV. A extensdo depende de polimerizacdo de pili que é mediada por c-di-GMP,
enquanto a contracdo depende de despolimerizacéo, inibida por c-di-GMP. Dessa
forma, a motilidade mediada por pili tipo IV depende da rapida flutuacéo dos niveis de
c-di-GMP, e concentracOes elevadas desse mensageiro inibem a motilidade por
twitching (ROMLING, 2013).
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3.6 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundérios sado aqueles nao essenciais a manutencao da vida
da planta. Geralmente tem funcdo de defesa contra herbivoros, insetos e micro-
organismos patogénicos, atracdo de polinizadores e comunicacdo entre plantas
(BASSOLE, 2012, MAFFEI, 2010). Estima-se que entre os cerca de 100.000
metabdlitos secundarios conhecidos, mais de 3.000 s&o 6leos essenciais (BASSOLE,
2012).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, compostas
principalmente de terpenos e terpenoides e derivados volateis de acidos graxos (RAI,
KON, 2013). Podem ser sintetizados em qualquer parte da planta e a sua extracédo
pode ser feita por hidrodestilacdo, destilacdo por arraste de vapor e extragdo com
fluido supercritico, entre outros métodos (BASSOLE, 2012, RAI, KON, 2013).

Um grande numero de estudos com 0Oleos essenciais demonstrou atividade in
vitro contra bactérias (EDWARDS-JONES, 2004, WARNKE, 2013, TURGIS, 2009,
BOUHDID, 2010), fungos (DUARTE, 2005), protozoarios (BALDISSERA, 2013), virus
(ROY ET AL., 2015), helmintos (GRANDO, 2016) e insetos (KLAUCK, 2015,
PAZINATO, 2014, VOLPATO, 2016), bem como contra biofilme produzido por alguns
desses micro-organismos (COMIN, 2016) e efeito sinergistico entre 6leos essenciais
e antimicrobianos (VAN VUUREN, 2009) ou nanoparticulas (SCANDORIEIRO, 2016).
Além disso, alguns compostos isolados desses 6leos também demonstram atividade
antimicrobiana in vitro (DE MIERI, 2015) e pelo menos um composto, a artemisinina,
ja é aprovado para uso clinico no tratamento de maléaria (RAI, KON, 2013).

Estudos sobre o mecanismo de acdo dos Oleos essenciais demonstram que
eles apresentam mecanismos diversos, como extravasamento de K* (DE SOUZA,
2010, BOUHDID, 2010), ATP (TURGIS, 2009) e outros materiais celulares (DE
SOUZA, 2010, TURGIS, 2009), reducdo do pH intracelular (TURGIS, 2009),
alteracdes na morfologia celular (DE SOUZA, 2010, DERAKHSHAN, 2008), redugéo
da atividade da urease (DERAKHSHAN, 2008) e inibicdo da atividade respiratoria
(BOUHDID, 2010). Todas essas acbes estdo relacionadas a alteragdo na
permeabilidade da membrana plasmatica causada pelos 6leos essenciais. Além disso,
efeitos sobre fatores de viruléncia também foram relatados, como a inibicdo da
producdo de enterotoxinas (DE SOUZA, 2010) e da capsula (DERAKHSHAN, 2008)
e inibicdo da sinalizacdo quorum-sensing (SZABO, 2010).
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3.7 DESCRICAO DA ESPECIE C. nobile (L.) All.

A camomila romana € uma planta perene de origem mediterranea e amplamente
distribuida na Europa, norte da Africa, Australasia e Américas (AL SNAFI, 2016).
Cresce em regides temperadas em terrenos férteis e leves e com boa exposi¢cao ao
sol (CUNHA et al., 2003). Foi originalmente descrita por Linnaeus em 1753, que a
denominou Antehmis nobilis e posteriormente reclassificada por Allioni como
Chamaemelum nobile, que é a nomenclatura atualmente preferida (THE PLANT LIST,
2019).

E uma planta vivaz, rasteira, que mede de 35 a 40 cm de altura com caule
coberto com sulcos e ramagens abundantes e numerosas raizes adventicias, que lhe
dao uma aparéncia pubescente verde acinzentada. As folhas s&o alternas com
recortes nas bordas, lanceoladas, muito estreitas com aspecto pubescente-
aveludado. As flores sdo amarelas, fortemente aromaticas, reunidas em capitulos
ligulados, longo-pedunculados solitarios no apice dos ramos e com disco branco
(CORREA, 1926).

A planta € composta por cerca de 80% de agua, 6-7% de minerais e possui uma
variedade de metabdlitos secundarios, como catequinas, cumarinas, flavonoides,
fendis e um Oleo volatil. Este constitui de 0,4 a 1,75% volume da planta e tem uma
composicdo bastante variavel, mas que € geralmente composta predominantemente
de ésteres dos acidos tiglico e angélico, e menores quantidades de terpenos como

eucaliptol, trans-pinocarveol, pinocarvona e a-pineno, por exemplo (AL SNAFI, 2016).

Figura 4 - Chamaemelum nobile

Figura 4 - Chamaemelum nobile Fonte: Jardim Botanico da UTAD, disponivel em
https://jb.utad.pt/multimedia/Chamaemelum_nobile#imagem-18649



https://jb.utad.pt/multimedia/Chamaemelum_nobile#imagem-18649
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Na medicina popular, suas partes aéreas sao consideradas carminativas,
estimulantes, digestivas, diuréticas, diaforéticas, antiespasmaodicas e antissépticas,
sendo usadas desde tempos remotos no combate a febre tifoide, febre intermitente,
crises nervosas e dismenorreia (CORREA, 1926; DUKE, 1987)). Extratos sdo usados
em xampus, tinturas de cabelo, colutorios, protetores solares e como aromatizantes
na industria alimenticia e de bebidas. O 0leo essencial € ocasionalmente usado em
bebidas, perfumes e na industria farmacéutica em unguentos e lo¢des antissépticas
(DUKE, 1987).

O extrato apresenta acdes hipoglicemiantes (EDDOUKS, 2005), antibacterianas
(KAZEMIAN, 2015; AL MARBY, 2016; KAZEMIAN, 2018), anti-helmintica (AL MARBY,
2016), antiprotozoario (DE MIERI, 2017) e apoptéticas em linhagens de células
cancerigenas (KANDELOUS, 2016). Ja o seu Oleo essencial apresenta atividades
antifingicas, tanto contra filamentosos (EBANI, 2017; SHARIFZADEH, 2016) como
contra fungos leveduriformes (BAIL, 2009; DUARTE, 2005; EBANI,2017),
antibacterianas (BAIL, 2009) e antioxidantes (SHARIFZADEH, 2016).

Além disso, algumas substancias comumente encontradas no 6leo ja foram
caracterizadas como antimicrobianas. Por exemplo, a-pineno que apresenta acao
contra Staphylococcus sp, (SILVA, 2012; DE SOUZA EDUARDO, 2018), E. coli (DE
SOUZA, 2018) Candida sp (RIVERA-YANEZ, 2017; SILVA, 2017), e Leishmania
amazonensis (DA FRANCA RODRIGUES, 2015) e acdo moduladora de resisténcia a
antimicrobianos em C. jejuni (KOVAC, 2015); J& o B-pineno apresenta acéo frente aos
virus herpes (ASTANI, 2014), Candida sp e S. aureus (SILVA, 2012). Também ja foi
demonstrada acao antibacteriana (ALDOGHAIM, 2018) para o eucaliptol e alguns dos

ésteres comumente presentes no 6leo (BAIL, 2009).
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MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO OLEO

O oleo essencial de C. nobile foi adquirido da empresa Ferquima, a qual informa
que foi obtido por destilacdo a vapor de flores provenientes da Italia e que os principais
componentes sao angelato de butila, angelato de isoamila, a-pineno e B-pineno.

A caracterizacdo do oleo foi realizada no Nucleo de Tecnologia de Alimentos
(NTA), do Departamento de tecnologia e Ciéncia do Alimento (DTCA) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) em um cromatdgrafo a gas Varian Star 3400CX (CA,
EUA) equipado com um detector de ionizacéo de chama (GC-FID). O 6leo foi diluido
em uma razao de 1:10 em n-hexano e injetado no sistema cromatografico a uma
temperatura de 250 °C no modo split de razédo 1:25. Os compostos foram separados
numa coluna capilar apolar de silica fundida Equity ™- 5 (60 m x 0.20 mm x 0.20 ym)
(Supelco, Bellefonte, PA). O hidrogénio foi utilizado como gés de arraste a um fluxo
constante de 1 mL min?. A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 40 °C e
mantida durante 0,5 min. Em seguida, um gradiente de temperatura foi iniciado
subindo a 4 °C min ! até 80 °C, 10 °C min't até 160 °C, 1 °C min't até 180 °C e 20 °C
min~' até 230 °C e mantida em condicdes isotérmicas durante 2 min. A temperatura
do detector foi mantida a 250 °C. Uma série de n-alcanos homoélogos foram analisados
sob as mesmas condi¢Bes cromatograficas para calcular o indice de retencao linear
(IRL).

A andlise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu QP2010 Plus acoplado a espectrdmetro de massas (GC/MS, Shimadzu
Corporation, Quioto, Japdo). Para estas analises, foram usadas as mesmas condi¢cfes
cromatograficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gas de arraste. O detector
foi operado no modo de ionizacdo por impacto de elétrons com uma energia de
ionizacdo de 70 eV e um intervalo de varredura de massas 35-500 m/z. Os analitos
foram identificados com base na comparac¢do com os espectros de massas disponivel
na biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST) e por comparagao
dos indices de retencdo linear calculados com aqueles disponiveis na literatura
cientifica. A quantidade percentual relativa de cada composto identificado foi obtida a

partir da area do pico obtida no FID.
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4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.2.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana por Disco-Difusao

Todos os testes microbiologicos foram feitos no Laboratério de Microbiologia
Oral (LAPEMICRO), no Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Como forma de triagem preliminar, o
Oleo foi testado contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras do
género Candida pelo método de disco-difusdo de Kirby-Bauer (CLSI, 2010). Colbnias
de cada micro-organismo a ser testado foram suspensas em solucao salina (NaCL
0,85%) até conseguir um in6culo com turvacdo 0,5 da escala de McFarland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL), que foi entdo semeado, com o auxilio de um swab
estéril em toda a superficie de uma placa contendo agar Mueller-Hinton. Discos de
papel impregnados com 10 pL de 6leo essencial foram colocados sobre a placa e esta
foi incubada por 24 horas a 37°C. ApOs a incubacdo, os halos de inibicdo de

crescimento ao redor dos discos foram medidos e registrados (em mm).

4.2.2 Determinacao da CIM e CBM para bactérias

Os micro-organismos que apresentaram zona de inibicao (halo aparente maior
que 6 mm de diametro) pelo método de disco-difusdo foram entdo testados pelo
método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) (CLSI, 2013). Utilizando-se microplacas de 96 pocos, foram preparadas
diluicbes seriadas a partir do Oleo essencial puro em caldo Mueller-Hinton, com
concentragbes variando entre 0,44 mg/mL e 455 mg/mL, as quais foram
acrescentados 10 L de inéculo 0,5 de McFarland do micro-organismo a ser testado.
Apés incubacéo por 24 h a 37 °C, foi realizada a leitura da placa, usando cloreto de
2,3,5-trifeniltetraz6lio como indicador de crescimento. A CIM foi definida como a menor
concentracéo do 6leo capaz de inibir o crescimento visivel do micro-organismo.

Para a determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas
retiradas de todos os po¢os com concentracdes iguais ou maiores a CIM foram
repicadas para placas contendo agar Mueller-Hinton e incubadas por 24 h a 37°C. Foi
considerada como CBM a menor concentracdo em que nao houve crescimento
bacteriano (RUKAYADI, 2010).
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4.2.3 Determinacao da CIM e CBM para leveduras

A determinacao da CIM para leveduras foi realizada de acordo com o documento
M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008). Foi preparado um indculo com turvagéo 0,5 da escala
de McFarland, e este foi diluido a 1:1000 em meio RPMI. Posteriormente este indculo
foi adicionado aos pocos de uma microplaca de 96 pocos contendo diluicdes seriadas
do 6leo essencial de C. nobile nas mesmas concentragdes usadas nos testes com
bactérias e incubada a 35 °C. A CIM foi a menor concentragdo do 6leo na qual ndo
houve crescimento flngico apos 26 horas de incubacéo. Para a determinacdo da CFM

o procedimento foi 0 mesmo realizado para bactérias.

4.2.4 Avaliagdo de combinag&o com antimicrobianos

A interacdo entre o 6leo essencial e farmacos antimicrobianos foi avaliada
usando a cepa P. aeruginosa PAO1 e o antimicrobiano amicacina. As concentragdes
usadas variaram de 0,25 pg/mL a 16 pg/mL para amicacina e 0,222 mg/mL a 227,5
mg/mL para o 6leo. Pipetou-se 50 pL de caldo Mueller Hinton em todos os pocos da
placa e 50 uL de 6leo em todos os pocos da coluna 2 e dilui¢des seriadas foram feitas
a partir dai. Para a amicacina, foram preparadas concentracdes 2 vezes maiores que
a necessaria de cada diluicdo e 50 pL de cada diluicdo foram pipetados nas linhas B
a H, conforme descrito por Den Hollander et al (1998) (Figura 5). Dessa forma a linha
A contém apenas 6leo essencial e a coluna 1 contém apenas amicacina e a CIM da
amicacina na presenca de concentracdes subinibitérias do 6leo pdde ser comparada

com a CIM da amicacina isoladamente.
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Figura 5 — Placa de checkerboard
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Figura 5 — Placa de checkerboard. Fonte: autor

4.3 ENSAIOS DE INTERFERENCIA BACTERIANA

4.3.1 Inibigdo da formacéao de biofilme

Para a avaliacao da formacéo de biofilme, foi usada a cepa P. aeruginosa PAO1.
Em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, 100 uL do 6leo essencial de C. nobile
nas concentragdes equivalentes ao CIM (455 mg/mL), %2 CIM (227,5 mg/mL) e ¥4 CIM
(113,7 mg/mL) foram adicionados a 100 pL de caldo Mueller Hinton. Em seguida foram
adicionados 10 pL de um in6culo 0,5 de McFarland de uma cultura de P. aeruginosa
com 24 horas de crescimento. Apés 24 horas de incubacao a 37 °C, a placa foi lavada
em agua por 3 vezes para remover as colénias plancténicas e o biofilme aderido as
paredes dos pocos foi corado com cristal violeta 1% por 15 minutos. O cristal violeta
foi removido por lavagem em agua 3 vezes, e apds secagem adicionou-se 200 uL de

etanol 95% e realizou-se a leitura da absorbancia em 580 nm.

4.3.2 Inibicdo da producéo de violaceina

Para avaliar a capacidade de indugé&o da producédo de violaceina, foi utilizada uma
modificacdo da metodologia descrita por BLOSSER (2000), na qual a violaceina &
extraida de culturas de C. violaceum e dosada por espectrofotometria apos incubacao

com o 6leo essencial em concentracdes subinibitdrias. Primeiramente a CIM do 6leo
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frente a cepa foi determinada como sendo 28,4 mg/mL. Concentracdes subinibitérias
correspondente a %2 CIM (14,2 mg/mL) e ¥ CIM (7,1 mg/mL) foram adicionadas a um
in6culo 0,5 McFarland em meio BHI. Apés incubacéo por 24 horas a 30°C, os tubos
foram centrifugados a 1300 RPM por 5 minutos e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 250 pL de dodecil sulfato de sodio 10% e 150 uL de BHI e, apéds a lise
bacteriana, foram acrescentados 600 pL de butanol e o tubo foi novamente
centrifugado. O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos e a
absorbancia lida em espectofotometro em 540 nm.

4.3.3 Inibicdo da motilidade bacteriana

Usou-se a cepa P. aeruginosa PAO1 para avaliacdo da capacidade de inibicdo
das motilidades dos tipos swimming, swarming e twitching. Meios apropriados para a
avaliacdo de cada um dos tipos de motilidade foram preparados conforme Quadro 1
abaixo (BONEZ, 2017). Um in6culo 0,5 de McFarland foi semeado por picada em
placas com e sem adi¢do de 6leo nas concentragdes % CIM (227,5 mg/mL) e ¥ CIM
(113,7 mg/mL) e ap0s incubacédo a 37 °C por 48 horas o crescimento foi avaliado

através da leitura do diametro da colénia.

Quadro 1 — Formulacéo dos meios para avaliacdo de motilidade

Ingredientes Swimming Swarming Twitching
Triptona 1g - 1lg
NaCl 0,59 - 1g
Agarose 0,39 0,59 1lg
Caldo nutriente - 0,89 -
Glicose - 0,59 -
Extrato de - - 0,59
levedura

Agua 100 mL 100 mL 100 mL
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO

A caracterizacédo do 6leo foi feita por meio de GC-FID e GC-MS. Apesar de
alguns picos com baixa resolucdo na GC-FID (Figura 6), foi possivel identificar e
quantificar 31 componentes, que somam 90% do 6leo (Quadro 2). Os componentes
majoritarios foram a-pineno, B-pineno, angelato de isobutila, eucaliptol e angelato de
2-metilbutila com 22%, 21%, 12%, 10% e 7% respectivamente (estruturas quimicas
na figura 7), o que esta de acordo com os dados fornecidos pelo fornecedor.

Contudo, quando comparados com os dados obtidos na literatura, os achados
do presente estudo diferem consideravelmente. Embora os componentes do 6leo
sejam aproximadamente os mesmos, com grande variedade de ésteres dos acidos
angélico e tiglico, as concentracdes séo bastante diferentes. Na maior parte dos
estudos encontrados, o principal componente do Oleo é angelato de isobutila
(ANTONELLI, 1998; FARKAS, 2003; OMIDBAIGI, 2004; BAIL, 2009; EBANI, 2017),
com concentracfes que variam de 21 a 38%, com a excec¢do de um estudo, em que
outros ésteres do acido angélico foram os mais abundantes em duas amostras e
eucaliptol em outra (TRADENT, 2017) enquanto na amostra analisada por este
estudo, ele corresponde a apenas 12% do 6leo, sendo o terceiro mais abundante. Em
contraste, a-pineno e B-pineno, que na amostra por nés analisada somam 43% do
total, ndo passam de 2% nos demais estudos, e em algumas amostras, sequer foram
encontrados. Eucaliptol, outro componente majoritario de nossa amostra também foi
encontrado em pequenas quantidades ou néo foi encontrado na maioria dos demais
estudos (ANTONELLI, 1998; BAIL, 2009; EBANI, 2017; FARKAS, 2003; OMIDBAIGI,
2004).
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Figura 6 — Cromatograma do 6leo essencial de Chamaemelum nobile
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Figura 6 — Cromatograma do 6leo essencial de Chamaemelum nobile. 1 — a-pineno; 2 — B-pineno; 3 —
eucaliptol; 4 — angelato de isobutila; 5 — angelato de 2-metilbutila Fonte: autor

Pequenas variacdes na composicao do 6leo eram esperadas, ja que € notério que o

perfil quimico de plantas varia com a composi¢éo do solo, clima, época da colheita,

método de extragéo. De fato, TRADENT et al (2017), encontraram uma grande

variacdo na composicao do 6leo essencial de C. nobile coletado de vérias partes do

mundo e OMIDBAIGI et al (2004) encontraram variacdes decorrentes do método de

secagem das flores.

Quadro 2 — Composicédo percentual do 6leo essencial de C. nobile

_ Continua
SUBSTANCIA PORCENTAGEM
a-pineno 22,281
B-pineno 21,022
Angelato de isobutila 12,054
Eucaliptol 10,461
Angelato de 2-metilbutila 7,389
Angelato de isoamila 3,472
Pinocarvona 2,023
Trans-pinocarveol 1,888
Isobutirato de isobutila 1,338




Quadro 2 — Composicao percentual do 6leo essencial de C. nobile
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continuacao

1-butenil-metil-cetona 1,110
3-hidroxi-2-metilenobutanoato de isobutila 0,942
Angelato de propila 0,645
3,3-dimetil-hexan-2-ona 0,494
Mirtenol 0,473
3,4-epoxi-2-octanona 0,443
Borneol 0,363
Mirtenal 0,356
Canfeno 0,340
3-pinanona 0,334
4,7-dimetil-3,7-decadieno-5,6-diol 0,298
4,4 ,5-trimetil-2-hexeno 0,289
Cicloproipano carboxilato de 3-metilbutila 0,285
Angelato de butila 0,284
Isobutirato de prenila 0,246
2-metilbutirato de isobutila 0,242
Tiglato de isoamila 0,237
Tiglato de isobutila 0,190
Angelato de 2-metil-2butanila 0,157
Farneseno 0,154
Germacreno D 0,119
Isobutirato de isoamila 0,116
2,4-di-terc-butilfenol 0,116
Fenilacetato de ciclohexila 0,107
Metacrilato de isobutila 0,092
Angelato de 2-hudroxi-2-metil-3-butenila 0,091
Angelato de 3-metilpentila 0,090
1-metiltetradecil pentanoato 0,086
Hidrato de canfeno 0,081
Isovalerato de isobutila 0,066
1,1,2,2-tetrametilciclopropano 0,063
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Quadro 2 — Composicao percentual do 6leo essencial de C. nobile

conclusao

Tiglato de cis-3-hexenila 0,059
Total 90,946

Fonte: Autor

Figura 7 — Estrutura quimica dos componentes majoritarios do 6leo essencial de C.

Figura 7 — Estrutura quimica dos componentes majoritarios do 6leo essencial de C. nobile. A:

[ S8

angelato de isobutila; B: angelato de 2-metilbutil; C: eucaliptol; D: (-)-a-pineno; E: (+)-a-pineno; F: (+)-

B-pineno; G: (-)-B-pineno

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, inicialmente foi realizada uma
triagem através da metodologia de disco-difusdo. Todas as cepas e isolados clinicos
gue apresentaram halos de inibicdo maiores que 6 mm foram posteriormente testadas
atraves da técnica de microdiluicdo para determinagcéo da CIM e CBM, assim como
cepas da mesma espécie que nao apresentaram halos de inibicdo. Para as demais
espécies, que ndo apresentaram halo de inibicéo, os testes subsequentes n&o foram
realizados.

O oleo essencial de camomila romana apresentou acao antimicrobiana discreta
contra algumas cepas e isolados clinicos de Staphylococcus sp, Shigella sp., P.
aeruginosa e A. baumannii, com CIM de 227 a 455 mg/mL e n&o teve acdo contra
cepas de Candida sp (Quadro 3). Em outros estudos, a concentracdo inibitoria
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encontrada foi significativamente menor: DUARTE et al(2005) encontraram CIM de
0,8 mg/mL para C. albicans, BAIL et al (2009), encontraram CIM de 60 ppm para E.
coli e Salmonella sp e 600 ppm para S. aureus, C. albicans e outros bacilos Gram
negativos e EBANI et al(2017) encontraram CIM de 4,5 pg/mL para Candida sp e
Aspergillus sp e nenhuma atividade para S. aureus e P. aeruginosa. Essa discrepancia
entre as CIM obtidas em diferentes estudos provavelmente se deve as diferentes
composi¢cbes do Oleo em cada estudo. Por exemplo, DUARTE et al (2005) que
obtiveram uma CIM de 0,8 mg/mL para C. albicans usaram uma amostra que continha
14% de eucaliptol, 8% de y-muuroleno e 6% de trans-geraniol. Nenhuma dessas
substéancias foi encontrada no 6leo avaliado por EBANI et al (2017), cuja CIM para C.
albicans foi de 4,5 pg/mL. De fato, os dois autores ndo encontraram nenhuma
substancia em comum, embora DUARTE et al. (2005) tenham identificado apenas
40% dos componentes do 6leo. A amostra por nds avaliada, com CIM >455 mg/mL
para C. albicans, apresenta apenas eucaliptol em comum com a amostra de DUARTE
et al (2005). J& em comparagdo com amostra avaliada por EBANI et al (2017), a
composicado foi mais semelhante, embora com concentracdes diferentes (22% de a-
pineno e 12% de angelato de isobutila em nosso estudo e 1,2% e 34%

respectivamente no de EBANI et al.

Quadro 3 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. nobile

continua
Micro-organismos Halo de | CIM CBM
inibicdo | mg/mL | mg/mL

Cepas

Acinetobacter baumanni ATCC 19606 10 227 >455
Candida albicans ATCC 24433 6 >455 >455
Candida albicans ATCC 28367 7 >455 >455
Candida parapsilosis ATCC 22018 11 >455 >455
Candida tropicalis ATCC 750 11 >455 >455

Citrobacter freundii ATCC 8090 6

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 6

Enterococcus casseliflavus ATCC 700327 6 - -
6
6

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Enterococcus faecalis ATCC 51299




Quadro 3 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. nobile
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continuacao

Enterococcus faecium ATCC 6569

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 35218

Escherichia coli ATCC 8739

Klebsiella pneumoniae ATCC 1705

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Proteus mirabilis ATCC 25933

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Serratia marcescens ATCC 8100

Shigella flexneri ATCC 12022323A

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Staphylococcus aureus ATCC 33691

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus ATCC BAA 1026

Staphylococcus aureus ATCC BAA 976

Staphylococcus aureus ATCC BAA 977

Staphylococcus epidermidis ATCC 14606

Staphylococcus epidermidis ATCC 35985

Staphylococcus saprophyticus ATCC BAA 750

Stenotrophomonas maltophilia ATCC 17666

| O O O] O] O O O O] O] O OO OO Nl O] O O] O OO O O

Isolados clinicos

Acinetobacter baumanii

>455

>455

Burkholderia cepacia

Candida albicans

>455

>455

Candida glabrata

>455

>455

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Escherichia coli Lactose negativo

Morganella morganii
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Quadro 3 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. nobile

conclusao

Morganella morganii

Salmonela enteritidis

Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis

Salmonella sp

| O O O] O O

Serratia sp
Shigella sonnei 10 227 >455
455 >455

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus hominis hominis 227 227

| O O] O O
1
1

Streptococcus sp

Fonte: autor

O Oleo analisado tem um percentual consideravel de a-pineno e B-pineno e
portanto, esperavamos encontrar uma CIM mais baixa, ja que alguns estudos
demonstram acao antimicrobiana para ambas substancias. Todavia, essa acdo ndo é
consensual, apresentando grandes varia¢des na CIM, como por exemplo de 20pg/mL
(LEITE, 2007) a 625ug/mL (SIENIAWSKA, 2003) para S. epidermidis ou até mesmo
auséncia de acdo (ANGIONI, 2003). Uma provavel explicacdo para isso reside na
quiralidade dessas moléculas, dado que boa parte dos autores nao identificam com
qual(is) enantibmero(s) trabalharam. SILVA et al (2012) demonstraram que apenas 0s
enantidmeros (+)-a-pineno e (+)-B-pineno possuem atividade antimicrobiana e que os
enantiomeros (-)-a-pineno e (-)-B-pineno nao possuem tal atividade e DE SOUSA et
al (2018) demonstraram que (+)-a-pineno possui atividade antimicrobiana comparavel
a da Amicacina para S. aureus. Ainda segundo SILVA et al. (2012), os enantidbmeros
positivos sdo encontrados mais comumente na América e 0os negativos na Europa.
Assim sugerimos gue 0s pinenos encontrados em nossa amostra, que é proveniente
da Italia, sejam ambos enantidmeros negativos.

Baseado nessa hipétese, resolvemos investigar a possibilidade de sinergismo
com farmacos antimicrobianos, j& que foi demonstrado que o enantibmero (-)-a-pineno

em concentracdo de 125 mg/L tem acdo moduladora da resisténcia a antimicrobianos
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em C. jejuni, reduzindo a CIM de ciprofloxacina e eritromicina em até 512 vezes
(KOVAC, 2015). Como essa acdo foi atribuida a um sinergismo entre alteracéo da
permeabilidade da membrana e inibicdo de bombas de efluxo, decidimos testar essa
hipotese usando combinacgfes do 6leo com amicacina em cepas de P. aeruginosa,
cuja resisténcia a esse antimicrobiano é frequentemente devida a esse mecanismo
(AIRES, 1999, WESTBROCK-WADMAN, 1999).

Para a avaliacdo da acdo moduladora do 6leo essencial de camomila romana
utilizamos a técnica de checkerboard, na qual foram usadas diversas combinacdes de
concentracfes de 6leo e amicacina. O 6leo essencial revelou atividade moduladora
de amicacina na concentracdo de 113 mg/mL, reduzindo 128 vezes a CIM de
amicacina, de 1ug/mL para 0,0078 pg/mL. A concentragdo necessaria para essa agao
em nosso estudo foi maior que na do estudo de KOVAC et al (2015). Contudo, a-
pineno corresponde a apenas 22% da composicao total do 6leo. Além disso, 0s

farmaco e micro-organismo utilizados foram diferentes.

5.3 ENSAIOS DE INTERFERENCIA BACTERIANA

Devido ao desenvolvimento cada vez mais comum de multirresisténcia por
varios micro-organismos, alguns autores tém postulado que a inibicdo de fatores de
viruléncia pode ser uma forma de diminuir a morbimortalidade destes patégenos, sem
estimular o desenvolvimento de resisténcia. Essa estratégia é chamada de
interferéncia bacteriana.

Os ensaios de interferéncia em fatores de viruléncia realizados foram inibicao
da producéo de biofilme e da motilidade dos tipos swimming, swarming e twitching em
P. aeruginosa e inibicdo da producéo de violaceina em C. violaceum. Em todos foram
usadas concentracdes equivalentes a %2 e ¥4 da CIM, ou seja, 227 mg/mL e 113 mg/mL
para P. aeruginosa e 14,2 mg/mL e 7,1mg/mL para C. violaceum, respectivamente.
Para a atividade antibiofilme testou-se também a CIM. No teste de motilidade do tipo
swimming, a concentracéo ¥ CIM ndo pode ser avaliada, pois ndo houve crescimento
bacteriano.

Os diametros de crescimento no teste de twitching foram de 14mm, 3mm e
5,5mm para o controle, ¥2 CIM e ¥ CIM respectivamente. No teste de swarming foram
11,4mm, 4mm e 7,7mm para o controle, ¥2 CIM e % CIM respectivamente. Para
swimming, os valores foram 12,7 o controle e 15,3 para ¥ CIM. Concentragoes de %2
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CIM e de ¥4 CIM foram eficientes contra as motilidades dos tipos swarming e twitching,
mas ndo para swimming, como pode ser visto nas figuras 8, 9 e 10, abaixo. Ja para a
formacao do biofilme, apenas a CIM teve efeito inibitério, enquanto % CIM néo teve
efeito e ¥4 CIM aumentou a formacao de biofilme (Figura 11). A producéo de violaceina

foi inibida em ambas as concentracfes testadas (Figura 11)

Figura 8 - Atividade do oleo essencial de C. nobile em twitching de P.
aeruginosa PAO1
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Figura 8 - Atividade do dleo essencial de C. nobile em twitching de P. aeruginosa PAO1. A: Diametro
da coldnia em mm *p<0,05 B: Placa controle C: Placa com %2 CIM de 6leo Fonte: autor

Figura 9 - Atividade do 6leo essencial de C. nobile em swarming de P. aeruginosa
PAO1
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Figura 9 - Atividade do 6leo essencial de C. nobile em swarming de P. aeruginosa PAO1 A: Diametro
da colénia em mm *p<0,05. B: Placa controle. C: Placa com %2 CIM de 6leo Fonte: autor
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Figura 10 - Atividade do 6leo essencial de C. nobile em swimming de P. aeruginosa
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Figura 10 - Atividade do 6leo essencial de C. nobile em swimming de P. aeruginosa. A: Didametro das
colénias em mm (p>0,05) B: Placa controle C: Placa com % CIM de 6leo Fonte: autor

Figura 11 - Efeito do 6leo essencial de C. nobile sobre a producédo de biofilme por P.

aeruginosa e violaceina por C. violaceum
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Figura 11 - Efeito do éleo essencial de C. nobile sobre a producdo de biofilme por P. aeruginosa e
violaceina por C. violaceum A: producéo de biofilme B: producao de violaceina *p<0,05

O estudo realizado n&o permite identificar o mecanismo de acao do Oleo sobre

a motilidade, mas em conjunto com a inibicdo da producéo de violaceina e o aumento
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da formacdo de biofilme, algumas consideracbes podem ser feitas. Primeiro, é
improvavel que o 0leo aja sobre a sintese ou montagem do flagelo, ja que teve efeito
inibitério apenas para swarming e ndo demonstrou acdo na motilidade do tipo
swimming.

A inibicdo de twitching poderia sugerir uma acéo inibitoria da sintese de pili tipo
IV, porém essa nos parece improvavel, pois tal acdo inibiria também a adeséo
bacteriana e inibiria a formacédo de biofilme (CHIANG, 2003). Alternativamente,
poderia haver uma interferéncia apenas no mecanismo de distensao/contracao dos
pili, que seria capaz de inibir twitching sem alterar a capacidade de adeséo, levando
a formacdo de uma massa maior de biofilme (KLAUSEN, 2003; CHIANG, 2003).
Porém, esse mecanismo ainda nédo explicaria a inibicdo de swarming.

Diante do exposto acima, 2 mecanismos surgem como mais provaveis: inibicao
da sintese de ramnolipideos e interferéncia no mecanismo regulatério por c-di-gmp.

Ramnolipideos sdo biosurfactantes produzidos por P. aeruginosa compostos
por 1 ou 2 moléculas de ramnose ligadas ao éster 3-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato (WANG, 2014). Nao sdo necessarios para swimming, mas Sao
fundamentais para swarming, onde atuam como surfactantes, diminuindo a tenséo
superficial e facilitando o deslocamento bacteriano (KEARNS, 2010). Tal mecanismo
poderia também facilitar twitching, no qual também ocorre deslocamento sobre uma
superficie. Embora ndo seja absolutamente necessario para esse tipo de motilidade,
um estudo ja demonstrou inibicao de twitching na auséncia de ramnolipideos (GLICK,
2010). Além disso, a sintese de ramnolipideos poderia causar um aumento da massa
de biofilme através da ativacdo da sintese de polissacarideos Psl. As rotas
metabolicas dessas substancias compartilham um mesmo substrato e dessa forma
exercem inibicdo competitiva uma sobre a outra (WANG, 2014).

A outra possibilidade, interferéncia nos niveis de c-di-GMP surgiu do fato de
gue esse mensageiro intracelular tem papel fundamental na transicdo entre as formas
de vida planctonica e séssil, com altos niveis inibindo motilidade e induzindo formacao
de biofilmes e vice-versa (ROMLING, 2013). A elevacdo dos niveis de c-di-GMP causa
uma diminui¢cdo da velocidade de rotacéo do flagelo (PAUL, 2010), bem como uma
alteracdo na frequéncia de inversdes do sentido de rotacdo (FANG, 2010). Juntos,
esses mecanismos tornam o movimento swimming menos sensivel a quimiotaxia e
mais propenso a ligacdo com superficies, sem, contudo, inibi-lo por completo. Em

superficies mais viscosas, a diminuicdo da frequéncia de inversées do sentido de
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rotacdo, inibe swarming (CAIAZZA, 2007). O aumento dos niveis de c-di-GMP
também induz a sintese de Psl, e, portanto, inibe a sintese de ramnolipideos
(ROMLING, 2013). Outro mecanismo inibitério de motilidade por altos niveis de c-di-
GMP é o impedimento da extensdo-contragédo de pili tipo IV, que inibe twitching. A
alternancia entre extensdo e contracdo de pili tipo IV é alcancada através da
polimerizacao e despolimerizacao de pilina, proteinas formadoras do pilus. Enquanto
a polimerizag&o é induzida por altos niveis de c-di-GMP, a despolimerizagéo depende
de baixos niveis. Assim, twitching depende de rapidas flutuagdes nos niveis de c-di-
GMP, e é inibido por niveis persistentemente altos (ROMLING, 2013).

Por fim a inibicdo da producéo de violaceina em C. violaceum indica uma acao
inibitéria de quorum sensing. Embora autoindutores sejam geralmente especificos
para cada espécie, C. violaceum responde a varios autoindutores do tipo AHL
(MOROHOSHI, 2008) e € comum gue agentes com acdo no sistema QS dessa
espécie tenham também acdo no sistema QS de outras espécies, inclusive P.
aeruginosa. A inibicdo de QS poderia ser o fator responsavel pelo aumento nos niveis
de c-di-GMP ja que foi recentemente demonstrada que o sistema QS Rhl aumenta a
degradacdo de c-di-GMP, diminuindo seus niveis dentro da célula (KIM, 2018; LIN
CHUA, 2017).
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6 CONCLUSAO

s

A composicdo do Oleo utilizado € significativamente diferente daquela
encontrada na literatura, apresentando 0s mesmos componentes, porém em
proporgdes relativas muito distintas;

O oleo essencial de C. nobile ndo apresentou atividade antimicrobiana para a
maioria das cepas e isolados clinicos testados e fraca atividade contra Staphylococcus
sp, Pseudomonas aeruginosa e Shigella sp;

Né&o foi observada atividade antimicrobiana frente a espécies de Candida sp;

A interferéncia em fatores de viruléncia foi mais relevante, com concentracées
de 113 mg/mL sendo capazes de inibir as motilidades dos tipos swarming e twitching
em P. aeruginosa PAO1,;

Concentragfes subinibitorias do 6leo levaram a um aumento da formacédo de
biofilme de P. aeruginosa PAO1

Concentragdes de 7,1 mg/mL foram capazes de inibir a producao de violaceina
por C. violaceum, indicando ag&o anti quorum sensing;

Apesar da fraca acdo antimicrobiana, o 6leo apresentou grande capacidade
moduladora da acdo de amicacina sobre Pseudomonas aeruginosa, com diminui¢cao
de 128 vezes da CIM deste;
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