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RESUMO

Desde a pandemia de SARS-COV II, a comunidade de saude internacional tem se
manifestado para alertar a problematica de novas epidemias e pandemias do mundo, juntamente
dos virus, as superbactérias tém ganhado destaque e aten¢do tanto para prever sua adaptagao,
quanto para o desenvolvimento de meios para combaté-las, visto que os antibidticos tém
perdido sua eficécia, pela adaptagdo para resisténcia adquirida pelas bactérias. Nesse cendrio,
temos a Cutibacterium acnes, uma bactéria Gram-positiva, comensal da pele humana, que se
comporta, em situacdes especificas, como um patégeno oportunista. Responsavel por mais de
60% das infec¢gOes dérmicas, além de ser encontrada, também, em infec¢des relacionadas a
préteses e implantes cirtirgicos, essa bactéria tem demonstrado, ao longo dos anos, um aumento
em resisténcia aos antibioticos e tratamentos convencionais, aumentando a urgéncia de métodos
alternativos para controlar suas infeccdes. Além disso, a cepa bacteriana, capaz de produzir
biofilme, dificulta o sucesso dos compostos para seu controle e aumenta sua taxa de infeccao
quando bem aderida a superficie, explicando sua alta infec¢do em proteses, sendo necessario
buscar formas de ou ultrapassar o biofilme bacteriano, ou degrada-lo. Para tal, os Oleos
essenciais se mostram como uma alternativa. Extraidos de plantas, esses compostos volateis,
possuem diversas propriedades a serem estudadas, desde auxiliarem como anti-inflamatorios,
até como compostos antimicrobianos. Alguns Oleos que tém demonstrado uma alta
capacidade antimicrobiana sdo os 6leos de orégano, canela e melaleuca. Dessa forma, o estudo
em questdo visa estudar o potencial antimicrobiano desses 6leos contra a cepa Cutibacterium
acnes, bem como seus efeitos no biolfime.
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1 INTRODUCAO

Com o passar dos anos a adaptacdo das bactérias contaminantes e patogénicas tém
aumentado frente os métodos de tratamento atual, sendo necessario um constante investimento
em novas formas de prevengdo e tratamento. Nesse cendrio, o biofilme bacteriano, um
componente extracelular secretado por diversas bactérias, ¢ um dos principais desafios a ser
transpassado, pois confere maior resisténcia as bactérias, além de facilitar sua agregacdao no
ambiente, permitindo seu crescimento rapido, consequentemente, a contaminagdo onde ¢
produzido(Saadati; et al, 2022). A espécie bacteriana que tem apresentado um aumento
significativo em sua taxa de infec¢do e alto grau de resisténcia a antibioticos, ¢ a Cutibacterium
(Fourniere; et al, 2020). Essas espécie habita como comensal da pele humana, fazendo parte de
sua microbiota, contudo, pode agir como patdgeno oportunista, sendo a principal coldnia
bacteriana encontrada em infec¢des dérmicas e mais recentemente, foi descoberta sua presenga
em infeccdes em implantes cirurgicos relacionados a articulagdes, silicone, e implantes
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cardiacos(Abbott; et al, 2020; Coenye; Spittaels; Achermann; 2020).

Oleos essenciais sdo definidos como: 6leos volateis ou esséncias produzidas por plantas
e caracterizados por sua resisténcia a hidrolise (Lopez; et al, 2017). Sao, em resumo, uma
mistura complexa de volateis, apresentando em sua composic¢ao terpenos, aldeidos, alcoois e
ésteres, que apresentam como funcdo atrair polinizadores de plantas e como componente
antifungico e antibacteriano. Ja no uso por seres humanos, encontra-se sendo aplicado para fins
antioxidantes, anti séptico, anti inflamatorio e na preservacao de alimentos (Lopez; et al, 2017;
Santos; Piccoli; Tebaldi, 2017). Apesar de inicialmente serem utilizados para confec¢do de
perfumes e como conservante de alimento, sua alta eficiéncia contra bactérias resistentes a
antibidticos vem aumentando o interesse para substituirem os atuais compostos sintéticos, que
J4 ndo se mostram mais tdo eficientes, como por exemplo a Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, (Man; et al, 2019).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Cultivo de Cutibacterium acnes
2.1.1 Reativacao da Bactéria Liofilizada

A cepa de Cutibacterium acnes ATCC 6919 obtida pela Fundagdao Andrea Tosello foi
reativada em meio liquido RCM e armazenada em jarra de anaerobiose a 37°C por 72 horas.

2.1.2 Meio de Cultura

A bactéria Cutibacterium acnes foi inoculada em placa de Petri contendo meio s6lido RCM,
cuja formulacdo consiste em (g/L): extrato de carne - 10, extrato de levedura — 3,0, triptona -
10, glicose - 10, cloreto de sodio 5,0, cisteina (cloridrato) — 0,50, amido soluvel — 1,0, acetato
de sodio 3,0, dgar bacterioldgico — 0,5. O pH foi ajustado para 7,1 a 25°C. As placas foram
armazenadas em jarras de anaerobiose a 37°C por 7 dias (Borrel, ef al. 2019).

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais utilizados serdo: o6leo de orégano(Origanum vulgare), Oleo de
canela(Cinnamomum cassia) ¢ 6leo de melaleuca(Melaleuca alternifolia). Os Oleos foram
adquiridos da Ferquima Industrias e Comércio Ltda.

2.2.1 Composicao dos dleos essenciais

Oleo de orégano(Origanum vulgare): Beta-cariofileno 3,24%, Carvacrol 72,15%,
Gama-terpineno 4,61%, Linalol 2,74%, Para-cimeno 4,88%, Timol 2,48%. Oleo de
canela(Cinnamomum cassia): Alcool cinamilico 0,24%, Aldeido cindmico 83,23%,
Benzaldeido 0,85%, Cumarina 0,98%.

.....

O método de avaliagdo serd por contagem de colonias vidveis utilizando placas de Petri
e meio de cultivo com agar. Para os dleos essenciais serd utilizado concentragao por volume
(v/v). A bactéria foi crescida por 24 horas em frascos Erlenmeyers com meio liquido contendo
diferentes concentragdes de 6leo essencial, sendo elas: 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,06%, e foi
utilizado um frasco sem adi¢ao de composto como controle negativo para comparacao. Apos
esse periodo, os frascos foram macro diluidos em 10~ e inoculados 20ul em placas de Petri e
incubados por 24 horas, passado o tempo foi realizada a contagem das coldnias. O experimento
foi conduzido em triplicata

2.4 Determinacio da inibicao de biofilme
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Foi colocado em microplaca de 96 pocos 400ul de solugdo contendo as concentragdes
de 6leos essenciais em 2X suas concentragdes inibitorias, e foi transferido 200 pl para a fileira
de baixo, contendo 200 pl de meio RCM, dessa forma reduzindo a concentragdo pela metade

sucessivamente. Foi, entdo, adicionado 10ul de indculo bacteriano 1 x 108
UFC/mL completando nos pogos. uma fileira contendo meio sem adi¢do de compostos foi
utilizada para controle negativo. A microplaca serd vedada com papel filme e colocada para
crescer a 37°C sem agitagdo por 24 horas para permitir a adesdo do biofilme na parede dos
pogos. Apds esse periodo, os pocos foram lavados 3 vezes utilizando agua estéril para
desprendimento de células planctonicas, feita a lavagem, a placa foi colocada para secar em
estufa a 50°C por 45 minutos. Os pogos foram completados com 200 pl de solugdo com cristal
violeta 1% (m/v) e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. Para retirar qualquer
residuo que nao foi aderido, foi realizada mais 3 lavagens utilizando agua estéril,
prosseguindo pela retirada do biofilme da parede dos pogos utilizando 200 pul de 4cido acético
30%. Por fim, 100 pl serdo retirados dos pocos e colocados em cubetas para medi¢do da
densidade optica em 590 nm( ODS590nm). A porcentagem de inibi¢do foi realizada
utilizando a seguinte formula e foi utilizada em comparagio com o controle
negativo(Bazargani; Rohloff, 2016). O experimento foi conduzido em triplicata e realizado em
trés eventos independentes.

Inibi¢do do biofilme = DO controle negativo — DO experimental X 100

DO controle negativo
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacio da concentrac¢ao inibitoria minima

Os resultados obtidos para a concentracdo inibitéria minima dos 6leos de orégano,
canela e melaleuca, foram respectivamente, 0,05%, 0,5% e 0,2%. Apesar de todos os 6leos
testados terem efeito na membrana celular para realizar sua inibicdo(Chouhan; Sharma;
Guleria, 2017), eles possuem diferente concentragdes inibitdrias, sendo o 6leo de orégano 10X
mais eficiente do que o 6leo de canela. Isso se deve ao fato de os 6leos essenciais possuirem
diferente composi¢des quimicas, sendo o carvacrol, o principal agente de inibigdo e o mais
presente no 6leo de orégano, representando 72% de sua composicao.

3.2 Determinacao da inibi¢cao de biofilme

O teste de biofilme foi performado utilizando o dobro das concentragdes inibitorias
minimas e as concentragdes inibitorias propriamente ditas. Desta forma foram testadas, para
cada dOleo, as seguintes concentragoes: Oleo de orégano: 0,25% e 0,125%; Oleo de canela: 1%
e 0,5%; Oleo de melaleuca: 0,5% e 0,25%.

Os resultados obtidos foram de 60%, 50% e 35% de inibi¢do para 6leo de orégano,
canela e melaleuca, respectivamente, mostrado no grafico abaixo.

Figura 1: Gréfico de inibi¢ao de biofilme
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Fonte: Gerado pelo autor.

O teste realizado evidencia a diminui¢do efetiva no biofilme antes de sua sintese, logo,
a diminuicao € causada, provavelmente pela morte celular da bactéria e ndo pela degradagado do
biofilme. Sendo assim, vemos que os diferentes resultados obtidos pelos 6leos mostram,
também, um tempo de acdo diferente para cada Oleo. Para evidenciar se ha degradagdo de
biofilme, um teste com biofilme ja confeccionado é necessario para elucidar se os Oleos
essenciais possuem tal capacidade.

4 CONCLUSAO

Os oleos essenciais se mostraram promissores como alternativas para substituir os
antibidticos atuais contra Cutibacterium acnes, demonstrando concentragcdes baixas para
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inibicdo de colonias e com capacidade de inibir a estrutura de biofilme dela. Entretanto, para
consolida¢ao como uma alternativa vidvel como um tratamento para infecgdes dérmicas, testes
in vivo sdo necessarios bem como testar o potencial dos dleos essenciais em conjunto com
outras substancias, visando melhorar sua eficiéncia e diminuir a quantidade necessaria para
obtencao de um tratamento eficaz.
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