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RESUMO

A caprinovinocultura tem grande potencial econémico, social e cultura no semiarido brasileiro.
No entanto, os produtores rurais enfrentam sérios entraves de origem sanitario, para o
crescimento da atividade na regido Nordeste. Destaca-se a mastite, sendo ocasionada
principalmente por diversas bactérias do género Staphylococcus spp. A utilizacdo de
antibioticos de forma abusiva causa preocupagdo para Salde Publica, devido a selecdo de
bactérias resistentes aos antibidticos convencionais. Por essas razfes, novos estudos na area do
desenvolvimento de agentes antimicrobianos sdo necessarios e a pesquisa de atividade
bioldgica em espécies do bioma caatinga podem subsidiar novas alternativas para o tratamento
da mastite. Portanto, este trabalho objetivou avaliar in vitro o potencial do 6leo essencial obtidos
a partir das folhas do marmeleiro e bamburral frente aos isolados de relevancia aos casos de
mastite subclinica. O experimento foi realizado no laborat6rio de Microbiologia do IFSertaoPE,
campus Petrolina Zona Rural. O material vegetal foi coletado e identificado, produzindo
exsicatas. Em seguida foi realizado o processamento destas espécies vegetais para a obtencdo
do 6leo essencial, logo apos, fez-se a caracteriza¢do quimica por meio da cromatografia gasosa.
A pesquisa da atividade bioldgica utilizou as técnicas da CIM e CBM. Também empregou-se a
técnica do Docking Molecular visando identificar o potencial dos éleos. Os 6leos essenciais
ndo apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma concentragdo. Os principais
compostos presentes no Croton blanchetianus Baill. foram o espatulenol, B-Felandreno,
eucaliptol e bisabolol. Em relacdo a Mesosphaerum suaveolens os compostos majoritarios
foram o eucaliptol e cariofileno. O resultado do Docking Molecular indicou que compostos
ligantes possuem energia de ligacdo proxima aquela observada para gentamicina, sugerindo que
estes compostos naturais podem ao longo do tempo promover a reducdo da producdo de
biofilme nos isolados testados.

Palavras-chave: Mastite, Atividade antibacteriana, Composto quimico e Docking Molecular.
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1 INTRODUCAO

A mastite é uma enfermidade de grande impacto negativo para os rebanhos de cabras e
ovelhas nas pequenas e médias propriedades rurais, sendo caracterizada como uma inflamacéo
da glandula maméria. Tal enfermidade ocasiona alteragdes fisico-quimicas e bacterioldgicas do
leite, além de causar danos no tecido glandular mamario e até a morte do animal (BARROS et
al., 2018). Ademais, sdo varios os aspectos que dificultam o controle da mastite como a
resisténcia antimicrobiana, relacdo animal, patogeno e ambiente (GELASAKIS et al., 2015).

O principal microrganismo envolvido nessa enfermidade pertence ao género
Staphylococcus (SALABERRY et al., 2016). Frequentemente, o Staphylococcus aureus possuli
ampla resisténcia aos antibioticos convencionais empregados no controle da mastite (LIMA et
al., 2019). Em relacdo a sintomatologia, tem-se a mastite clinica (sinais visiveis) e subclinica,
cujo diagnostico é realizado por meio de exames fisicos e, também testes especificos, como o
California Mastitis Tests (CMT) e Contagem eletronica de Células Somaéticas (CCS). Desta
forma, vale ressaltar que a subclinica implica em grande prejuizo ao produtor de leite, por ndo
apresentar sinais clinicos aparentes, elevar CCS no leite e aumentar os custos de producéo
(COSTA etal., 2017).

Nos rebanhos leiteiros a mastite reduz a producdo e compromete a composi¢ao
nutricional do leite, o que culmina perdas econdmica significativas para os produtores rurais e
as industrias lacticinios (ZHAO et al., 2015; VIAN et al., 2019). Para o tratamento dessa
enfermidade bacteriana, comumente faz-se a utilizacdo de drogas antimicrobianas, com a
aplicacdo intramamaria na glandula mamaria do animal (MASSOTE et al., 2019).

Esta utilizacdo continua de antibioticos e, muitas vezes, sem a devida orientagdo técnica,
tem contribuido para a selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos convencionais. Esta
utilizacdo desenfreada também resulta na presenca de residuos antimicrobianos no leite e seus

derivados (SANTOS JUNIOR et al., 2019). Tais problemas acarretam riscos de infec¢Bes para
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0s humanos (RAMOS & NASCIMENTO, 2019), por meio do consumo de leite cru e produtos
lacteos, além de ndo garantir o sucesso do tratamento da mastite e causar danos para a saude do
proprio animal (SALABERRY et al., 2016; CUNHA et al., 2016).

Dessa maneira, cada vez mais grupos de pesquisa no Brasil e no mundo buscam novas
alternativas, como a utilizacdo de plantas medicinais, por meio da investigacdo das suas
propriedades terapéuticas. Dentre as plantas ja estudadas pela literatura, pode-se citar o
bamburral (Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze) e marmeleiro (Croton blanchetianus
Baill.), que apresentam na sua composi¢do quimicas varias substancias benéficas para a
medicina, sendo ja empregadas de forma popular (CAMARA et al., 2017; FERNANDES et al.,
2021).

O marmeleiro (Croton blanchetianus Baill.), pertencente a familia Euphorbiaceae,
sendo popularmente conhecida como “marmeleiro preto”, uma planta nativa e endémica do
Brasil, com ocorréncia, principalmente, no Nordeste. Outra espécie fortemente aromatica, e
bastante utilizada na medicina tradicional, ¢ o Bamburral (Mesosphaerum suaveolens (L.)
Kuntze), pertencente a familia Lamiaceae. Tal espécie é nativa do Brasil, encontrada em
diversos biomas, sendo conhecida como “alfava-brava”, “alfavacao”, “carrapicho” entres
outros (CORADIN et al., 2018).

Diante da problemética exposta, objetivou-se avaliar os compostos quimicos e a
atividade antibacteriana de dois 6leos essenciais obtidos de plantas do bioma caatinga frente a

patdgenos de importancia na mastite em pequenos ruminantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizagdo do experimento
Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios do IFSertdoPE Campus Petrolina
Zona Rural, destacando-se o laboratério de Quimica e de Analises Microbioldgicas. A

composigdo quimica dos 6leos essenciais foram determinados no Instituto de Quimica da USP.

2.1.1 Obtencao e identificacdo do material botanico

As folhas do Marmeleiro (Croton blanchetianus Baill) e Bamburral (Mesosphaerum
suaveolens) foram coletadas no municipios de Petrolina-PE, tendo as seguintes coordenadas:
09°19°27,117” S, 40°33°38,054” W e 09°10°04,2°" S, 040°39°04,5’", respectivamente. Foram
coletadas amostras de cada espécie seguindo as normas usuais empregadas na taxonomia
vegetal. As amostras foram depositadas para identificacdo na colecdo botanica do Ndcleo de
Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA) da UNIVASF- Centro de ciéncias agrarias. Os
numeros de registro das espécies marmeleiro e bamburral na colecdo botanica do NEMA

correspondem a 16037 e 16034, respectivamente.

2.1.2 Extracdo do 6leo essencial

A extracdo de 6leo essencial das folhas frescas do marmeleiro e bamburral foram
encaminhadas para o Laboratério de quimica do IFSertdoPE Campus Petrolina Zona Rural, no
periodo de outubro de 2021 e marco de 2022, respectivamente. Em seguida, foi realizado cortes
nas folhas frescas em duas partes, e pesado o material vegetal do marmeleiro (904 g) e
bamburral (1000 g). O material vegetal das espécies foram introduzidos individualmente em
um baldo de fundo redondo com capacidade de 6000 mL, sendo adicionado 1/3 de agua
destilada. O 0leo essencial foi extraido pelo método de hidrodestilagdo a vapor em um aparelho

do tipo Clevenger, por 2 horas e 30 minutos, a uma temperatura de 180°C. Posteriormente, 0



12

6leo foi acondicionado em um frasco de vidro e armazenado em geladeira, até a realizacdo das
andlises. O calculo do rendimento dos extratos foi realizado através da férmula: Rendimento

(%) = (volume do éleo obtido (mL)/massa do material vegetal fresco (g)) x 100.

2.1.3 Caracterizagdo Quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de cada espécie foi
determinada por meio de uma Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM), com o intuito de identificar e quantificar os constituintes quimicos majoritarios
presentes. Esta analise foi realizada no Instituto de Quimica da USP, tendo em vista a parceira
previamente aprovada.

O cromatografo utilizado foi da marca Shimadzu, com detector de massa modelo
GCMS-QP2020. A coluna foi aquecida a partir da temperatura inicial de 50° C até a temperatura
final de 280°C. Os constituintes foram identificados comparando-se 0s espectros e 0s
fragmentos de massa obtidos na analise cromatografica com os bancos de dados da bibliotecas

espectrais NITI4s.bi, disponivel no software do equipamento.

2.2 Atividade antibacteriana

2.2.1 Isolados avaliados

Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus aureus (ATCC 33591), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Salmonella enterica subsp. entérica serovar Choleraesuis (ATCC 10708),
originarias de culturas do “American Type Culture Collection” (ATCC), obtidas na UNIVASF-
Centro de ciéncias agrarias. E avalia também 3 isolados de Staphylococcus spp. de acordo com
a presenca de biofilme (Fraco, Moderado e Forte), obtidos de casos de mastite subclinica em

caprinos pertencentes aos rebanhos leiteiros localizados em municipios dos estados de
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Pernambuco e Bahia (Tabela 1). Estas cepas ja foram identificadas e classificadas no trabalho
de SOUSA et al. (2020), sendo armazenadas no Laboratério de Anélise Microbiolégicas do

IFSertdoPE Campus Petrolina Zona Rural.

2.2.2 Preparo do indculo
Foram cultivados do estoque bacteriano 5 ulL em 10 mL de caldo MH a 37° C por 18h.
Em seguida, foi medido no espectrofotdmetro a D.O. a 600 nm, e logo ap06s ajustou-se, em

microtubo, para 1,5x10° UFC/mL em MH, resultando em um volume final de 1,5 mL.

2.2.3 Preparo da diluicdo do 6leos essencial
Para realizar a diluicdo dos Gleos essenciais, pesou-se 640 mg do 6leo e foi diluido em
metanol até atingir 640mg.mL™, sendo representado como solucdo estoque. Em seguida,

realizou-se a diluicdo 1:100 em caldo MH, obtendo-se a concentragdo de 6400ug.mL™* (Solugdo

).

2.2.4 Determinacéo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM)

Foram realizadas as determinacdes da Concentragcdo Bactericida Minima (CBM) e da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), de acordo com o protocolo M7-A9 (CLSI, 2014).
Incialmente foram distribuidos 100 puL de caldo MH em todos os 96 pocos das placas de
microdiluicdo. Posteriormente, 100 uL da Solucdo I, foi distribuida ao primeiro pogo, em
triplicata. Em seguida, foi realizado uma diluicdo seriada obtendo as concentrac@es finais de
3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 pL.mL*. Para o controle negativo, foi utilizado o caldo
MH estéril e como controle positivo para cada isolado, foi utilizado caldo MH juntamente com

o0 indculo bacteriano testado. Por fim, foi adicionado 10 uL do in6culo na microplaca em todos
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0s pogos referente ao 6leo essencial, diluente e controle positivo. As placas de microdiluicdo
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apoés esse periodo, aliquotas de 10 pL, de cada pogo das
placas de microdilui¢cdo, foram inoculadas em placas contendo &gar MH com posterior
incubacdo a 37 °C durante 24 horas. Tal procedimento foi feito com o auxilio de um replicador
estéril. A CBM foi determinada a partir da leitura visual, considerando a menor concentracéo
da substdncia capaz de matar a bactéria. Para o teste de determinacdo da CIM, foram
adicionados 20 pL de Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT), diluido a 1% em cada poco da
placa de microdilui¢do incubada a 37 °C por 1 hora. A mudanca de coloracgéo para a tonalidade
avermelhada serd considerada como indicativo de viabilidade bacteriana. A CIM foi
determinada como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano, ou seja,
dentre os pocos ndo corados de vermelho, aqueles de menor concentracdo caracterizam a CIM.
Neste teste foram realizados os controles do 6leo essencial e do potencial de inibicdo do

Metanol sobre os isolados testados.

2.3 Docking Molecular

As moléculas de beta-feladreno, eucaliptol (CID 2758), espatulenol (CID 6432640),
bisabolol (CID 10586) e o antimicrobiano convencional gentamicina foram desenhadas através
da extensdio do MarvinSketch, parte do pacote JChem da ChemAxon
(https://www.chemaxon.com/). As estruturas das proteinas associadas a producao de biofilmes
(Staphylococcus aureus Bap-C1: PDB-6M3A; Staphylococcus aureus proteina - dominio B:
PDB- 7C7R; Staphylococcus aureus proteina - dominio BSP: PDB- 7C7U; Staphylococcus
aureus proteina - regido C: PDB-7DMO e Escherichia coli: PDB- 5X51) foram obtidas no
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). A energia de ligacdo entre as

moléculas e as proteinas foram calculadas conforme a configuracéo de padronizacéo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo do rendimento das espécies vegetais

Os 6leos essenciais extraidos das folhas do Croton blanchetianus Baill e Mesosphaerum
suaveolens apresentaram, respectivamente os rendimentos de 0,14% e 0,16% (Tabela 2). O
trabalho de RIBEIRO et al. (2018) observou a diferenca de rendimento na extracdo de 6leo
essencial das folhas entre trés espécies de Croton spp. (C. blanchetianus, C. nepetifolius e C.
zehntneri), nas quais o Croton blanchetianus apresentou o menor rendimento na interagdo das
espécies e no horario da coleta de 8h, 12h e 20h. No estudo destes autores, ndo foi observada
diferenca entre o C. blanchetianus e C. nepetifolius em periodos chuvosos e secos. Desta forma,
apenas a espécie C. zehntneri apresentou o maior rendimento no horario da coleta de 12h e
época de seca, com 1,7933% e 1,3%, respectivamente.

CAVALCANTE et al. (2022) demonstraram que os rendimentos dos 6leos essenciais
extraidos das folhas frescas de diversas espécies do género Croton pode variar entre 0,02% e
0,22%. No mesmo trabalho observou que o maior rendimento foi o C. blanchetianus,
fornecendo 1.113 mg de 6leo, com 0,22%.

LUZ et al. (2020) evidenciaram no seu estudo o rendimento do 6leo essencial das partes
aéreas de Mesosphaerum suaveolens nas diferentes epocas do ano durante a colheita, sendo
possivel demonstrar que o periodo mais promissor representa a época seca. De acordo com 0s

autores isso pode estar relacionado com o nivel de radiacdo solar.

Essa diferenga de resultados no rendimento das duas espécies avaliadas relacionadas
com outras pesquisas pode ser atribuido as variacdes de temperatura, umidade, pluviosidade e

nutricdo (ALENCAR, 2021).
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3.2 Avaliacéo da caracterizagdo quimica das espécies vegetais

A anélise da caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas frescas do Croton
blanchetianus Baill coletadas no més de outubro de 2021 evidenciou a presenca de 25
constituintes (Tabela 3), nos quais revelou como compostos majoritarios o Espatulenol, -
Felandreno, Eucaliptol e Bisabolol, com 20,41%,16,74%, 12,19% e 6,41%, respectivamente. E
importante salientar que as concentracdes dos compostos quimicos avaliadas neste estudo
foram valores superiores a 5 % (Tabela 5).

De acordo com o trabalho de RODRIGUES et al. (2019), dentre os compostos volateis
presentes nas folhas frescas de C. blanchetianus por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, destacam-se 0 eucaliptol (16,9%), B-cariofileno (15,9%) e
germacreno-D (14,5%). J& no estudo de RIBEIRO et al. (2018), foi analisada a composi¢ao
quimica dos 0leos essenciais das folhas de C. blanchetianus, C. nepetifolius e C. zehntneri,

sendo observada influéncia dos diferentes horarios de coleta e esta¢Bes especificas.

Em relagdo aos compostos quimicos presente na espécie Mesosphaerum suaveolens, foi
possivel observar a presenca de 25 constituintes (Tabela 4). Na tabela 5, destaca-se o0s
compostos volateis das folhas frescas de maiores concentracdes os Eucaliptol (39,81%),
Cariofileno (6,62%), 1,1-Dimetil-2-(3-metil-1,3-butadienil) ciclopropano (5,29%) e
dodecanoato de isopropilo (5,16%).

No trabalho de LIMA et al. (2022), os constituintes quimicos predominantes no dleo
essencial de Mesosphaerum suaveolens foram o biciclogermacreno (23,5%), 1,8- cineol

(23,0%), germacreno D (17,2%) e (E)-cariofileno (10,4%).

Enquanto na pesquisa de BEZERRA et al. (2020), identificaram maior concentracao de
compostos B-cariofileno, sabineno e espatulenol, atraves da extragdo de 0leos essenciais das
folhas de bamburral. Conforme argumentaram estes autores, tais substancias apresentaram uma

acdo antibacteriana contra cepas de S. aureus e antioxidante para Candida tropicalis.
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Na literatura 0 composto quimico eucaliptol, pertencente a classe de terpenos,
apresentam atividades bioldgicas, como acdo anti-inflamatdria e antioxidante em diversas
doencas, incluindo doengas respiratorias, pancreatite, danos no coélon e doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (SEOL & KIM, 2016). Na mesma citag¢do, foi
evidenciado que o eucaliptol atravessa a barreira hematoencefalica, e assim atua como
transportador no fornecimento de drogas ao cérebro.

O Espatulenol é o composto utilizados em diversas areas, descatando-se alimentos,
cosmeéticos e medicamentos, e tem potencial anticancerigeno (PAKSOY et al., 2016). Além de
colaborar para o uso etnofarmacol6gico, por apresentar atividade anti-inflamatdria

(NASCIMENTO et al., 2018).

O cariofileno, um sesquiterpeno biciclico natural, tem o potencial inflamatério nos
animais, relacionados as doencas degenerativas, que envolvem o sistema nervoso central como
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, esclerose multipla, esclerose lateral amiotrofica.
Além de apresentar em estudos pré-clinicos atividades biologicas em infeccdes por
Streptococcus, osteoporose, esteato-hepatite e desempenha efeitos anticonvulsivantes,

analgésicos, miorrelaxantes, sedativos e antidepressivos (FRANCOMANO et al., 2019).

De acordo com o estudo de EDDIN et al. (2022), o composto quimico Bisabolol é um
dos importantes sesquiterpenos monociclicos, que demonstraram propriedades farmacoldgicas,
com atividades terapéuticas e protetoras. Em linhagens celulares ou modelos animais, pode ser
um nutracéutico e fitoterapico promissor. Nessa literatura observaram diversas atividades
bioldgicas supostamente propicias para aplicacBes clinicas, como anticancerigenas, anti-

inflamat6rias e antimicrobianas.
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A concentracdo e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais sdo influenciadas por
fatores relacionado com a parte da planta utilizada, o periodo de coleta, a regido geogréafica, o

método de extracdo e analise quimica do produto (MENDES et al., 2017).

Os 0leos essenciais possuem na sua composicdo mais de 100 compostos distintos, sendo
assim, é importante destacar que os componentes majoritarios geralmente determinam sua
atividade bioldgica (PORTO et al., 2021). No entanto, alguns autores revelaram a importancia
das interacOes entre as composi¢des quimicas de baixa concentracao, por exemplo a presenca
de p-cimeno e y-terpineno aumenta a agdo antimicrobiana de compostos majoritarios como o

eucaliptol (SILVA et al.,2010; CAVALCANTE et al., 2022).

3.3 Avaliagéo da atividade antibacteriana

Os testes de avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de Concentracdo
Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM), com os 6leos essenciais
de Croton blanchetianus Baill e Mesosphaerum suaveolens, nas concentragdes de 3200, 1600,
800, 400, 200, 100, 50 e 25 uL.ml, indicaram auséncia de atividade antibacteriana contra os
isolados testados (Tabela 6).

Na literatura foi possivel observar que o género Croton possui diversas espécies com
atividade bioldgica. Na pesquisa de CAVALCANTI et al. (2020), ficou evidenciado que as
espécies Croton heliotropiifolius, Croton sonderianus e Croton grewioides possuem acgédo
antiparasitaria, especificamente carrapaticida. A acdo acaricida também foi observada por
(CAMARA et al., 2017). E importante destacar que essas espécies avaliadas apresentam uma
toxicidade de moderada a grave.

VASCONCELOS et al. (2022) observaram atividade antimicrobiana dos compostos

volateis do o6leo essencial das folhas secas de C. blanchetianus frente as cepas de importancia
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na deterioragdo de produtos carneos (W. viridescens ATCC 12706 e L. mesenteroides ATCC
8293), por meio do método de Dose Minima Inibitéria (DMI). Isso pode estar relacionado com
a concentragdo dos compostos majoritarios e a atuagdo do eucaliptol (32,94%) e D-a-pineno
(29,43%).

O oleo essencial presente no bamburral é considerado bioativo, apresentando multiplos
usos na industria de produtos sanitarios, cosméticos e alimenticios (CORADIN et al., 2018).
Um estudo ja identificou a presenca de atividade antifungica (género Candida) além da
potencializacdo do efeito do fluconazol (COSTA et al., 2020).

NASCIMENTO et al. (2007) analisaram varios fatores que influenciam na atividade
antimicrobiana nos 6leos essenciais, destaca-se a técnica empregada, o meio de cultura
utilizado, o uso de controles positivos e negativos, 0 nimero da linhagem do isolado testado, o
tempo de exposi¢do do microrganismo ao 6leo, a composicdo quimica do 6leo e o emulsificador

utilizado.

3.4 Avaliacéo do Docking Molecular

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que os compostos espatulenol e
bisabolol possuem mais afinidade nas estruturas produtoras de biofilme de cepas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, quando comparado ao ligante B-felandreno e
eucaliptol.

Além disso, é importante salientar que por meio do Docking Molecular o antimicrobiano
gentamicina avaliado, gasta uma menor energia de ligacdo, em relacdo aos outros ligantes,
comprovando sua eficiéncia para o tratamento de mastite (Tabela 7).

Na Figura 1, tem-se a demonstragdo da atuacdo entre os composto quimicos e as PDB’s,

sendo possivel identificar a sobreposi¢do dos compostos, e assim uma agdo de sinergismo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial das folhas frescas da espécie
Croton blanchetianus Baill e Mesosphaerum suaveolens ndo apresentaram atividade
antibacteriana para bactéria da mastite, além de ndo apresentar rendimento satisfatério. No
entanto, seguindo os estudos relacionados a essa caracterizagdo quimica de forma separada,
observou-se sua relevancia para outros fins terapéuticos e farmacoldgicos, tais como atividade
anti-inflamatoria e antioxidante.

Além disso, o Docking Molecular demonstrou uma acao das moléculas dos compostos
quimicos sob as proteinas associadas ao biofilme de cepas Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Desta forma, sugere-se a realizacdo de testes futuros com a finalidade de comprovar a

inibicdo de biofilme das bactérias causadoras da mastite.
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ANEXOS

Tabela 1. Identificacdo dos isolados avaliados.
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Microrganismos

Isolados Avaliados

Biofilme

Gram positivo

Staphylococcus aureus
Cepa Padréao (ATCC 25923)

*

Staphylococcus aureus
(ATCC 33591)

Staphylococcus aureus
(n. 34)

Fraca

Cepa de Campo Staphylococcus aureus
(n. 06)

Moderada

Staphylococcus aureus
(n. 10)

Forte

Gram negativo

Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883)

*

Cepa Padréo Escherichia coli
(ATCC 25922)

Salmonella enterica
(ATCC 10708)

(*): N&o foi considerado na pesquisa. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2. Rendimentos dos 0leos essenciais do marmeleiro (Croton blanchetianus Baill) e

bamburral (Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze).

Espécies Parte utilizada Massa do Volume do éleo Rendimento
vegetais da planta material vegetal (mL) (%0)
(9)
Croton Folhas 904 1,3 0,14
blanchetianus
Baill
Mesosphaerum Folhas 1000 1,6 0,16
suaveolens (L.)
Kuntze

Fonte: Autoria propria.



Tabela 3. Caracterizacdo quimica de Croton blanchetianus Baill.

N Compostos quimicos Aréa (%)
1 a-Pineno 3,15
2 Sabinene 1,35
3 B-Mirceno 1,15
4 a-Felandreno 1,07
5 0-Cymene 1,56
6 [ -Felandreno 16,74
7 Eucaliptol 12,19
8 4-acetil-1-metilciclohexeno 2,17
9 Criptone 1,95
10 a-Terpineol 1,67
11 Canfenona, 6- 0,98
12 ciclohexano 2,24
13 Cariofileno 4,76
14 B -Copaeno 2,24
15 Germacreno B 4,91
16 Espatulenol 20,41
17 Oxido de cariofileno 3,72
1,1,4,7-Tetrametildecahidro-1H-
18 ciclopropa(e)azuleno-4,7-diol * 2,43
19 1,5,5-Trimetil-6-(3-metil-buta-1,3-
dienil)-ciclohexeno 2,70
20 Tau -Cadinol 0,98
21 Bisabolol 6,41
22 1S,2R,5R)-2-Methyl-5-((R)-6- 1,56
methylhept-5-en-2-yl)bicyclo[3.1.0] **
23 a-metilglucofuranosideo 0,99
24 1,1,4,7-Tetramethyldecahydro-1H- 1,47
cyclopropale]azulene-4,7-diol *
25 Globulol 1,00
Total - 100

(*): Repeticdo de composto; (**): Composto ndo encontrado no Pubchem. Fonte: Autoria prépria.

30



Tabela 4. Caracterizacdo quimico do Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze.

NUmero Compostos quimicos Area (%)
1 2,4-Dimetil-1-hepteno 2,69
2 3-Etil-4-metilpentan-1-ol 3,53
3 Ciclohexano, etilmetil 1,24
4 Sabinene 2,03
5 B-Pineno 2,46
6 1,1-Dimetil-2-(3-metil- 5,29

1,3-
butadienil)ciclopropano
7 Eucaliptol 39,81
8 2,4-Dimetil-1-deceno 1,50
9 Trifluoroacetil-3,7- 1,56
dimetiloctanol
10 Acido oxalico, éster 6- 2,69
etiloc-3-il isohexilico
11 1-Undeceno, 7-metil- 3,57
12 Acido oxalico, éster etilico 2,62
de 6-etiloc-3-il
13 Cariofileno 6,62
1-etenil-1-metil-2-(1-
14 metiletenil)-4-(1- 2,14
metiletilideno)-
ciclohexano
15 3,5-diterc-butilfenol 2,97
16 2-isopropil-5-metil-1- 1,14
heptanol
17 1-hexeno, 3,5,5-trimetil- 1,33
18 Acido oxalico, éster etilico 2,14
de 6-etiloc-3-il
19 dodecanoato de isopropilo 5,16
20 Acido sulfuroso, éster 1,63
hexil octil
21 Acido oxalico, éster etilico 1,45
de 6-etiloc-3-il
22 Acido dicloroacético, éster 2,37
6-etil-3-octil
23 2-isopropil-5-metil-1- 1,30
heptanol
24 Bis(2-etilhexil)ftalato 1,43
Acido
25 ciclopropanocarboxilico, 1,33
éster 3-metilbut-2-enilico
Total - 100

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 5. Principais compostos apresentados nas espécies vegetais analisadas.
Espécies Compostos principais (%)

Espatulenol (20,41%), B-Felandreno
Croton blanchetianus Baill (16,74 %), Eucaliptol (12,19%) e
Bisabolol (6,41%)

Eucaliptol (39,81%), Cariofileno
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (6,62%), 1,1-Dimetil-2-(3-metil-1,3-
butadienil) ciclopropano (5,29%) e
dodecanoato de isopropilo (5,16%)

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 6. Isolados avaliados nos testes da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

Isolados Bacterianos Concentracao CBM/CIM
(pL.ml?h) (pL.ml?)
Staphylococcus aureus 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(ATCC 25923)
Staphylococcus aureus 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(ATCC 33591)
Staphylococcus aureus 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(n. 34)
Staphylococcus aureus 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(n. 06)
Staphylococcus aureus 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(n. 10)
Klebsiella pneumoniae 3200, 1600, 800, 400, 200, 100,50 e 25 -
(ATCC 13883)
Escherichia coli 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(ATCC 25922)
Salmonella enterica 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 -
(ATCC 1070)

(-): Sem atividade. Fonte: Autoria propria.



Tabela 7. Energias de ligagdo dos PDB’s com os compostos quimicos e o antimicrobiano

Gentamicina.
Ligantes Energia de ligagcdo- PDB 6m3a
Bisabolol -153.954
Espatulenol -142.546
Eucapiltol -92.3716
Beta- Felandreno -115.817
Gentamicina -236.228
Ligantes Energia de ligagdo PDB 7md0
Eucapiltol -38.3264
Beta- Felandreno -61.1093
Gentamicina -154.89
Espatulenol -84.0328
Bisabolol -08.4231
Ligantes Energia de ligacdo PDB 7c7u
Eucapiltol -49.312
Beta- Felandreno -62.3122
Gentamicina -148.895
Espatulenol -84.7121
Bisabolol -84.4949
Ligantes Energia de ligacdo PDB 7r7c
Eucapiltol -47.4231
Beta- Felandreno -61.8756
Gentamicina -150.096
Espatulenol -91.8055
Bisabolol -81.7815
Ligantes Energia de ligacdo PDB 5x5i
Eucapiltol -50.1902
Beta- Felandreno -56.3534
Gentamicina -137.628
Espatulenol -94.5784
Espatulenol -78.2456
Bisabolol -91.2307
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Figura 1. Docking Molecular. Representagdo das ligacdes entre as estruturas de PDB’s 3M6A
(A), 7C7U (B), 7MDO (C), 7C7R (D) e 5X5I (E) com os ligantes Beta- Felandreno (Verde),

Bisabolol (Amarelo), Espatulenol (Azul claro), Eucaliptol (Roxo) e Gentamicina (Branco).




