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Resumo: A resisténcia bacteriana € um grande problema de saude publica.
Desse modo, a combinacéo de antibidticos a terapias alternativas, como o uso
de produtos naturais, apresenta-se como uma opc¢do propicia. Objetivou-se
avaliar a atividade antibacteriana e potencializadora do 6leo essencial de Aloysia
gratissima e seu potencial modificador da acdo de antibidticos contra cepas
bacterianas multirresistentes. A avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo
essencial, foi realizado através do método de microdiluicdo em caldo utilizando
as cepas Staphylococcus aureus 10, Pseudomonas aeruginosa 24 e Escherichia
coli 06. Na analise do potencial modificador da acdo antibiética foi utilizado o
produto em concentracdo sub-inibitéria (CIM/8) juntamente com os antibidticos
norfloxacina, eritromicina e gentamicina. Obteve-se uma acao potencializadora
na reducéo da CIM aproximadamente em 6 vezes contra as cepas de S.aureus.
Conclui-se que o 6leo essencial de Aloysia gratissima possui eficacia na acéo
direta contra Staphylococcus aureus 10.
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1. Introducéo

Com o grande avanco cientifico e tecnologico, muitos farmacos foram
desenvolvidos para as diversas infeccdes causadas por bactérias (RANG, 2001).
Com o grande avanco meédico de século XX, ocorreu uma melhora na
expectativa de vida das pessoas. (JIANG et al., 2020; YANG et al., 2020). Diante
disso, ocorreu um desenfreado consumo de antibidticos, contribuindo assim,
para que as bactérias desenvolvessem mecanismos de resisténcias (VARALDO,
2012).
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A utilizacdo de produtos naturais vem crescendo com o desenvolvimento e
estudos e tornando-se um grande aliado no retrocesso da resisténcia bacteriana.
(ARAUJO et al., 2020). Importante ressaltar a utilizacdo de 6leos essenciais,
visto que sua utilizacdo torna-se um ativador na fabricacdo de muitos
medicamentos, como os antibiéticos. (CARVALHO et al., 2014).

A Aloysia sp faz parte da familia Verbenaceae e cresce em regides tropicais
e subtropicais. (ZENI et al., 2014).

No Brasil, € utilizada para analgesia, substancia expectorante, infec¢des e
afeccdes pulmonares e comumente utilizada como substancia antimicrobriana.
(FRANCO et al., 2007; SANTOS et al., 2009).

2. Objetivo
Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial de Aloysia gratissima
frente a cepas multirresistentes.

3. Metodologia

Para identificacdo da constituicAo quimica do Oleo, foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
O 6leo foi diluido em diclorometano na proporcéao de 1% e 1 uL da solugéo, foi
injetada, com divisdo de fluxo 1:20 no cromatéfagrafo Agilent 6890 (Palo Alto,
CA) acoplado ao detector seletivo de massas Agilent 5973N.

Para esse estudo, 10 mg do 6leo essencial e dos antibi6ticos (norfloxacina,
eritromicina e gentamicina) foram diluidos em 1 mL de DMSO e 8,765 mL de
agua destilada para ter a concentracdo de 1.024 pg/mL. Foram utilizadas as
linhagens bacterianas Pseudomonas aeruginosa 24, Staphylococcus aureus 10
e Escherichia coli 06. Nas 24h que antecedem os testes, as cepas bacterianas
foram semeadas em placas de Petri contendo Heart Infusion Agar (HIA) e
mantidas em estufa a 37 °C para crescimento. Apos esse periodo, um pequeno
arrasto bacteriano foi diluido em tubos de ensaio contendo solucéo salina estéril,
em triplicata. A turbidez da solucéo foi comparada com a escala de McFarland
0,5 (COUTINHO et al., 2008).

Para a determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM), foi preparado
0 meio de distribuicdo em eppendorfs utilizando 100 uL do inéculo em 900 uL do
meio de cultura liguido BHI. O contetudo dos eppendorfs foi transferido para
placas de microdiluicdo. A préxima etapa seguiu com realizacao da microdiluicdo
das substancias, com concentracédo de 1.024 ug/mL, sendo 100 pyL nesse meio
até pendultima cavidade. Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram
incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 h. Apos esse periodo, as placas foram
reveladas com corante especifico, a resazurina. Considera-se positivo para os
pOcOS que nNao apresentaram crescimento microbiano, ou seja, permaneceram
com a coloracdo azul e negativa os que obtiveram coloragéo rosa (SALVAT et
al, 2001).



VI SEMANA UNIVERSITARIA DA URCA
XXIV SEMANA DE INICIACAO
CIENTIFICA DA URCA

13 a 17 de Dezembro de 2021
Tema: “Centenario de Paulo Freire: contribuicdo da divulgacéo
cientifica e tecnoldgica em defesa da vida, da cidadania e da
educacdo”

Os resultados foram expressos em média aritmética + desvio padréo,
avaliados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguido
pelo test post-hocBonferroni utilizando o software GraphPad Prism, as
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4. Resultados
Os valores da atividade antibacteriana, estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1: Concentracao Inibitério Minima (CIM) do OEAG.

Cepas Bacteriana CIM (pg/mL) OEAG
Escherichia coli 6 21024
Staphylococcus aureus 10 32
Pseudomonas aeruginosa 21024
24

Aradjo et al. (2020) ao analisar a atividade antibacteriana do composto
limoneno, que também é um terpeno, indicou que esse produto também possui
CIM de 1.024 pg/mL contra E. coli 06 e P. aeruginosa 24, corroborando os
resultados do presente estudo. O resultado com S. aureus 10 pode ser explicado
pela estrutura de sua parede celular, mais simples que a parede celular de Gram-
negativos (LOGUERCIO et al., 2005).

ApoOs a etapa de verificacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial
da Aloysia gratissima, foi analisada a potencializacdo da acdo associada a
antibidticos convencionais. Essa agéo foi realizada com as cepas de Escherichia
coli 6 (E. coli), Staphylococcus aureus 10 (S. aureus) e Pseudomonas
aeruginosa 24 (P. aeruginosa). Observa-se na figura 1 que houve acédo de
potencializacdo do OEAG com norfloxacina contra os trés microrganismos
analisados (com significancia igual a p< 0,0001).

Obteve-se uma acédo potencializadora na reducdo da CIM
aproximadamente em 6 vezes contra as cepas de S.aureus. Em Relacéo a E.
coli houve uma reducao da CIM do OEAG de 32 ug/mL para 2 ug/mL quando
associada com o citado antimicrobiano. A combinacdo de uma concentragéo
subinibitéria do OEAG com norfloxacina contra P. aeruginosa mostrou uma
atividade inibitéria em aproximadamente 10 vezes, reduzindo consideravelmente
a CIM. Todos os resultados obtidos mostraram significancia com p< 0,0001. No
entanto o 6leo ndo apresentou efeito modulador da gentamicina e eritromicina
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contra as cepas bacterianas utilizadas no estudo. A figura 1 abaixo mostra os
resultados obtidos.

EE Gentamycin
ﬁ; Gentamycin + EOAG
Ejui Erythromycin
O 1 Erythromycin + EOAG
% B Norfloxacin
g Norfloxacin + EOAG

Fig 1: Atividade moduladora de antibidtico do éleo de A. gratissima em associacdo com
gentamicina, eritromicina e norfloxacina contra cepas multirresistentes de E coli. 6, S. aureus 10
e P. aeruginosa 24. **** p<0,0001.

5. Conclusao

Pode-se concluir que o 6leo essencial de Aloysia gratissima ndo possuli
atividade antibacteriana intrinseca contra Escherichia coli 06 e
Pseudomonas aeruginosa 24. Mas possui eficacia na acédo direta contra
Staphylococcus aureus 10.
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