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RESUMO

O aumento continuo do nimero de cepas bacterianas resistentes a antibioticos tem se tornado
um grande problema de satde publica em nivel mundial. Cada vez mais se torna necesséria
a busca por novas estratégias e alternativas para lidar com as infecgdes causadas por bactérias
resistentes. Uma alternativa é a combinacao de antibidticos com outras substancias naturais
ou sintéticas bioativas, como por exemplo os 6leos essenciais (OE). O método Checkerboard
(CKB) avalia/quantifica o efeito dessas interagdes sobre o crescimento bacteriano in vitro.
Desta forma, este estudo teve por objetivo destacar a aplicacdo do ensaio CKB na avaliagéo
do sinergismo antibacteriano entre Oleos essenciais e antibi6ticos convencionais,
apresentando resultados promissores disponiveis na literatura. Foi realizada uma busca de
artigos cientificos publicados em bases de dados como o Science Direct e Pubmed,
utilizando como descritores “checkerboard” e “essential 0il”, com o intervalo de tempo

limitado aos ultimos dez anos. No total, foram encontradas 111 publicagdes e destes foram
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selecionados 19 trabalhos. Por conseguinte, encontramos vinte e cinco OEs diferentes.
Observamos que 48% desses OEs fazem parte da familia botanica Lamiaceae, seguido da
Myrtaceae (16%) e Lauraceae (12%). Notou-se também que 0S microrganismos mais
selecionados para os estudos foram Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Os resultados mais significativos de sinergismos
ocorreram quando foi feita a associagdo do OE de Cinnamomum zeylanicum
(Lauraceae)/amicacina e Citrus limon (Rutaceae)/amicacina, contra cepas de A. baumannii,
onde cada associagdo obteve um indice de concentracgéo inibitéria fracionada (ICIF) de 0.04.
Entretanto, a associa¢do do OE de Ocimum basilicum (Lamiaceae) com o ciprofloxacino,
contra a cepa de S. aureus, resultou em antagonismo (ICIF = 4.25). No geral, muitos OEs
apresentaram interacdes sinérgicas e, uma boa parte desses 0leos sdo da familia Lamiaceae
e possuem terpendides em sua composi¢do, como por exemplo Mentha piperita, Ocimum
basilicum e Thymus maroccanus. Pode-se dizer que 0s terpenos sdo 0S compostos com
atividade bioldgica contra bactérias, fungos e protozoérios. Portanto, com a aplicacdo do
método CKB, foi possivel identificar resultados promissores com relacdo a novas opcdes de
tratamentos contra algumas doengas infecciosas. Contudo, é essencial uma compreenséao
maior dos mecanismos sinérgicos dos OEs para que possam ser colocados em uso na pratica
clinica em combinacdo com antibi6ticos.

Palavras-chave: Antibacterianos. Oleos volateis. Sinergismo farmacoldgico.

ABSTRACT

The continuous increase in the number of antibiotic-resistant bacterial strains has become a
major public health problem worldwide. The search for new strategies and alternatives for
dealing with infections caused by resistant bacteria is becoming increasingly necessary. One
alternative is the combination of antibiotics with other natural or synthetic bioactive
substances, such as essential oils (EO). The Checkerboard method (CKB)
evaluates/quantifies the effect of these interactions on bacterial growth in vitro. Thus, this
study aimed to highlight the application of the CKB assay in the evaluation of antibacterial

synergism between essential oils and conventional antibiotics, presenting promising results
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available in the literature. A search for scientific articles published in databases such as
Science Direct and Pubmed was conducted using as descriptors “checkerboard” and
"essential oil", with the time interval limited to the last ten years. In total, 111 publications
were found and of these, 19 papers were selected. Consequently, we found twenty-five
different OEs. We observed that 48% of these EOs are part of the botanical family
Lamiaceae, followed by Myrtaceae (16%) and Lauraceae (12%). We also noticed that the
most selected microorganisms for the studies were Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii. The most significant synergism
results occurred when the association of the EO of Cinnamomum zeylanicum
(Lauraceae)/amicacin and Citrus limon (Rutaceae)/amicacin, against strains of A. However,
the association of Ocimum basilicum (Lamiaceae) EO with ciprofloxacin against S. aureus
resulted in antagonism (ICIF = 4.25). Overall, many EOs showed synergistic interactions,
and a good part of these oils are from the Lamiaceae family and have terpenoids in their
composition, for example Mentha piperita, Ocimum basilicum and Thymus maroccanus.
Terpenes can be said to be the compounds with biological activity against bacteria, fungi,
and protozoa. Therefore, with the application of the CKB method, promising results could
be identified regarding new treatment options against some infectious diseases. However, a
greater understanding of the synergistic mechanisms of EOs is essential if they are to be put
to use in clinical practice in combination with antibiotics.

Keywords: Antibacterials. Volatile oils. Pharmacological synergism.

1 INTRODUCAO

A resisténcia das bactérias a terapia com antibidticos € uma emergéncia cada vez
mais séria. Nos ultimos anos, alguns projetos de pesquisa tém se concentrado no
desenvolvimento de novos compostos, especialmente compostos derivados de plantas, com
potencial atividade antibacteriana para evitar esse problema (CHOUHAN; SHARMA;
GULERIA, 2017; ROSATO et al., 2018; ZHANG et al., 2021). N&o é de hoje que as plantas
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medicinais vém sendo utilizadas para tratar doengas infecciosas, devido as suas propriedades
farmacologicas (NAFIS et al., 2019).

Na realidade, em razdo da sua biodiversidade, as plantas constituem uma grande
reserva de substancias ativas, principalmente os 6leos essenciais (OE). As propriedades
farmacoldgicas dos OE vém sendo estudada em detalhes e podem ser uma fonte promissora
de antibidticos naturais, pois, a complexidade de sua composicdo quimica torna
extremamente dificil para as bactérias desenvolverem resisténcia (BASSOLE; JULIANI,
2012; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT,
2014; ROSATO et al., 2018; SALEM et al., 2018). O mecanismo pelo qual os OEs inibem
0s microrganismos ainda néo foi totalmente elucidado, mas pode envolver diferentes modos
de acdo, em parte é devido a sua hidrofobicidade. Devido a isso, varios componentes dos
OEs podem penetrar nas membranas celulares e aumentar a penetracdo dos antibidticos
(GUERRA et al., 2012).

Pela escassez de novos antimicrobianos, o uso de antibiéticos combinados se tornou
uma alternativa capaz de reduzir significativamente a dose do tratamento e a0 mesmo tempo
reduzir a toxicidade de alguns antibioticos relacionada a dose terapéutica, como a polimixina
B e os aminoglicosideos (MEDEIROS, 2012). Uma possivel alternativa para solucionar esse
problema é utilizar OEs como adjuvantes aos antibiéticos, com o objetivo de obter interacGes
sinérgicas. (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014; MILENKOVIC; STOSOVIC;
SLAVKOVSKA, 2018). O método Checkerboard (CKB) é a técnica mais comumente
utilizada para avaliagdo in vitro de sinergia entre substancias com capacidade antibacteriana.
Por meio da sinergia, é possivel obter informacdes sobre o potencial dessa combinacao para
o tratamento de infecgoes (MEDEIROS, 2012).

Vérios estudos descreveram atividades sinérgicas ou aditivas entre diversos
antibioticos existentes e OE inteiros (AZZAM, 2020; EL ATKI et al., 2019; FADLI et al.,
2012; MILENKOVIC; STOSOVIC; SLAVKOVSKA, 2018; ROSATO et al., 2018;
ZHANG etal., 2021). A interagdo sinérgica entre OE de plantas e antibi6ticos pode constituir
uma alternativa potencial para combater o crescimento e disseminacdo de bactérias
multirresistentes (NAFIS et al., 2019; ROSATO et al., 2018).
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Desta forma, este estudo teve por objetivo destacar a aplicagdo do método CKB na
avaliacdo do sinergismo antibacteriano entre 6leos essenciais e antibidticos convencionais,

apresentando resultados promissores disponiveis na literatura.

2 METODOLOGIA

Para esta revisdo foram definidas palavras-chave que foram usadas na busca em

bancos de dados cientificos. As etapas da revisdo estdo descritas na figura 1.

Figura 1 - Fluxograma das etapas da revisdo.

*Busca de artigos em bases de dados: Science direct e PubMed, utilizando
como descritores "checkerboard" e "essential oil", com o intervalo de tempo

dentificacio limitado aos ultimos dez anos.

*Aplicacdo dos critérios de inclusdo: 1) ter sido publicado em portugués ou
inglés, 2) ter o texto completo disponivel, 3) ser um artigo experimental e 4)
conter os termos utilizados nas buscas no titulo, resumo ou palavras-chaves.
Foram encontrados um total de 111 trabalhos.

Leitura dos artigos na integra: apds a leitura dos artigos na integra, foram
o excluidos os estudos duplicados e 0s ndo compativeis com a tematica.
nalise

+19 artigos.

Artigos
selecionados
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONSIDERACOES SOBRE A TECNICA E INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS

O método CKB é basicamente uma técnica que avalia o efeito combinatoério entre
uma substancia-teste e diferentes concentracbes de antibidticos. E um método de
microdiluicdo em caldo e tem esse nome devido a forma com que as diluicbes dos
antibidticos sdo distribuidas na microplaca, como se fosse um tabuleiro de xadrez. E uma
técnica semelhante ao metodo usado para determinar a concentragdo inibitéria minima
(CIM) (ROZATTO, 2012). A CIM e definida como a concentracdo mais baixa do agente
antimicrobiano que inibe o crescimento visivel da cepa testada (FADLI et al., 2012).

E um teste de facil interpretacdo, seus calculos e resultados sdo simples e requer
materiais que podem ser encontrados em qualquer laboratdrio de microbiologia. A vantagem
desse método é que, além de usar uma pequena quantidade (volume) de cada
medicamento/substancia testada, ele também pode testar varias combinacGes de dois
antimicrobianos em concentracgdes diferentes na mesma amostra (MEDEIROS, 2012).

A diluicdo testada é baseada na CIM da substancia e, geralmente, varia de alguns
passos abaixo da CIM esperada até uma concentracdo que é o dobro da CIM esperada
(WHITE et al., 1996). A interpretacdo desse teste de sinergia pode variar de acordo com
cada autor (BONAPACE et al., 2002).

A partir dos resultados obtidos, é possivel determinar a concentracdo inibitdria
fracionada (CIF) de cada substancia-teste estudada isoladamente e em cada combinagéo
(SALEM et al., 2018; VAN VUUREN; VILJOEN, 2011). O calculo da CIF basicamente é
uma conversdo da CIM em CIF (SALEM et al., 2018; WHITE et al., 1996) e é feita
utilizando as seguintes equagdes (Eql e Eq2):

M(Substéncia A em combinagio)

CI
CIF (A) =

(Eq1)
CIM(Substémcia Aisolada)
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CIF (B) _ CIM(Substé\nciaBem combinacio) (qu)

CIM(Substé\ncia B isolada)

A interacdo € calculada por outra equacéo (Eq3), obtendo-se o indice de concentracdo
inibitéria fracionada (ICIF) (VAN VUUREN; VILJOEN, 2011). Os resultados sdo
comparados com o valor da CIM da substancia-teste e do antibiotico isolado para determinar
se a interacdo/terapia é viavel (ROZATTO, 2012; WHITE et al., 1996), pois, esses efeitos
sinérgicos, na maioria dos casos, podem ser capazes de diminuir a quantidade de antibiotico

necessaria para inibir cepas bacterianas (NAFIS et al., 2019).

ICIF = CIF(Subst;?mcia At CIF(Substéncia B) (Eg3)

Quando o efeito combinado é maior do que a soma dos efeitos das duas substancias
separadas, o efeito é sinergico. Quando o efeito combinado € igual a soma das substancias
individuais, as interaces entre os antimicrobianos sdo aditivas. A aditividade as vezes é
chamada de indiferenca porque ndo ha interacdo entre os agentes antimicrobianos testados.
Quando o efeito combinado é menor que a soma das substancias individuais, € denominado
antagonismo (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014; WHITE et al., 1996).

Dentre as limitacGes desse método, é que ele determina apenas a atividade inibitéria
da combinacéo e néo a atividade bactericida (MEDEIROS, 2012). As medic¢des geralmente
sdo feitas em um determinado momento e, portanto, ndo podem fornecer uma visdo dinamica
das interagbes antimicrobianas (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014). Além
disso, os leitores muitas vezes ndo conseguem determinar o método de interpretacdo usado
na pesquisa. Essa variabilidade da interpretacdo da técnica, pode explicar em parte 0s
resultados conflitantes de estudos que relatam interagdes com antibi6ticos, aparentemente
usando o mesmo método. Portanto, uma padronizacdo da interpretacdo seria desejavel
(BONAPACE et al., 2002).
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White e colaboradores (1996) interpretaram a interacdo como sinérgica quando o
valor do ICIF fosse <0,5, indiferente quando o ICIF fosse >0,5 e <4, antagénico quando o
ICIF fosse >4. Entretanto, Moon, Kim e Cha (2011), em seu estudo, estabeleceram as
interacdes como sinérgicas se o ICIF fosse <0,5, aditiva se o ICIF >0,5 e <1,0, indiferente
se o ICIF fosse >1,0 e <2,0, antagbnico se o ICIF fosse > 2,0.

Porém, ha estudos como o de Salem e colaboradores (2018), que introduziram uma
outra interacdo, chamada de interacdo sinérgica parcial, alterando algumas das classificacfes
descritas anteriormente. Sendo assim, o sinergismo seria constatado quando o ICIF fosse
<0.5, parcialmente sinérgico quando estivesse entre 0.5-0.75, aditivo quando se encontrasse
entre 0.76-1.0, indiferente (n&o interativo) quando fosse >1.0—4.0 e antag0nico se os valores
de ICIF fossem >4.

A tabela 1 mostra as diferentes classificacdes dos ICIFs, de acordo com varios

autores.

Tabela 1 - Classificacdo do ICIF descrito de acordo com os autores correspondentes.

Interacdo Referéncias
] . Sinergia o ) )
Sinergismo . Aditivo Indiferente Antagonismo
parcial
<0.5 - - >0.5-<4.0 >4.0 White et al., 1996
<0.5 - >0.5-<1.0 >1.0-<2.0 >2.0 Moon et al., 2011
Van Vuuren; Viljoen,
<0.5 - >0.5-1.0 >1.0-<4.0 >4.0
2011

<0.5 - >0.5-<1.0 - >1.0 Rosato et al., 2010
<0.5 0.5-<0.75 - 0.75-<2.0 >2.0 Fadli et al., 2012
<0.5 0.5-0.75 0.76 - 1.0 >1.0-4.0 >4.0 Salem et al., 2018
<0.5 - 05-<1.0 1.0-<4.0 >4.0 El Atki et al., 2019
<0.5 - 0.5-<1.0 1.0-4.0 >4.0 Azzam, 2020
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3.2 RESULTADOS PROMISSORES

Foram encontrados 25 OE diferentes e, observou-se que 48% dos OE estudados sdo
de plantas que fazem parte da familia botanica Lamiaceae, seguido da Myrtaceae (16%) e
Lauraceae (12%) (Figura 2).

A combinacgéo do OE de limé&o (Citrus limon) com amicacina e associa¢do do OE de
canela (Cinnamomum zeylanicum) com amicacina monstrou ser sinérgica, contra cepas de
Acinetobacter baumannii. Cada associacdo obteve um ICIF de 0.04, caracterizando uma
forte interacéo sinérgica (GUERRA et al., 2012). A predominancia do limoneno e do trans-
cinamaldeido nos OEs de limdo e canela, respectivamente, podem fundamentar essa
atividade sinérgica. O cinamaldeido atua principalmente na ruptura da membrana pela
inibicdo da atividade ATPase (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014).

InteragBes sinérgicas também foram observadas a partir da combinacdo do OE de
coentro (Coriandrum sativum) com o ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina e
tetraciclina contra cepas de A. baumannii (DUARTE et al., 2012). Apesar de serem de
familias botanicas distintas, o C. limon e C. sativum possuem o y-terpineno em comum. Esse
metabdlito atua diretamente no rompimento da membrana dos microrganismos (DELAQUIS
etal., 2002; KASRATI et al., 2013; LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014).

Rosato e colaboradores (2018) investigaram a associa¢do do OE de horteld-pimenta
(Mentha piperita) com a gentamicina e ampicilina. Os resultados mostraram uma interacao
sinérgica com a gentamicina, contra todas as cepas bacterianas testadas. Resultados
significativos foram constatados contra as cepas gram-positivas de Bacillus subtilis (ICIF =
0.07), Bacillus cereus (ICIF = 0.08) e gram-negativa de Pseudomonas aeruginosa (ICIF =
0.08). Ja a associacdo entre 0 mesmo OE e a ampicilina demonstrou um maior efeito
sinérgico contra B. subtilis (ICIF = 0.13). A atividade antibacteriana e a sinergia do OE
podem ser atribuidas ao alto percentual de monoterpenos oxigenados contida no OE. Um

destaque para o mentol, componente majoritario desse 6leo (ROSATO et al., 2018).
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Figura 2 - Familia botanica dos OEs testados.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Azzam (2020) investigou a interacdo do OE de eucalipto (Eucalyptus globulus) com
seis antibioticos diferentes. A combinacdo com a ceftriaxona (ICIF = 0.21) e vancomicina
(ICIF = 0.26) mostraram ter uma 6tima interacdo sinérgica contra Staphylococcus aureus.

O OE de Cannabis sativa foi testado, quanto a sinergia, com o ciprofloxacino. Os
resultados demonstraram um efeito sinérgico total contra B. subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e S. aureus (ICIF = 0.27, 0.28, 0.5 e 0.38, respectivamente) (NAFIS
et al., 2019).

Um estudo que investigou o OEs extraidos de duas espécies de tomilho (Thymus
maroccanus e Thymus broussonetii), relatou efeitos sinérgicos em combinacdo com
cefixima, ciprofloxacino, gentamicina e pristinamicina. Foram testadas 80 combinagdes
entre dois OEs e os quatro antibioticos. A melhor atividade sinérgica foi constatada com a
combinacdo do OE de T. maroccanus e o ciprofloxacino, onde obteve-se um ICIF de 0.09
contra a cepa de B. subtilis. O OE de T. broussonetii também alcancou esse mesmao valor de
ICIF quando associado a gentamicina (FADLI et al., 2012).

A associagdo do OE de manjericdo (Ocimum basilicum) com o imipenem resultou
em sinergia contra cepas de S. aureus e P. aeruginosa (ICIF = 0.06). A conciliacdo desse
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OE com o ciprofloxacino também mostrou ser sinérgica contra P. aeruginosa (ICIF = 0.09),
entretanto, essa mesma combinagao resultou em antagonismo contra a cepa de S. aureus
(ICIF = 4.25). Acredita-se que os efeitos sinérgicos possam ser devido as propriedades
antibacterianas dos monoterpenos, onde pode haver o aumento de um dos trés fatores que
determinam essas propriedades: sua lipofilicidade, a eficacia de seus grupos funcionais € a
solubilidade em &gua produzida quando emparelhados e combinados (SILVA et al., 2016).

Um estudo que investigou a interacdo de OEs de plantas do género Calamintha,
endémica da peninsula Balcanica e da Asia Ocidental, com o ciprofloxacino e a gentamicina,
relatou que a combinacdo dos OEs e os dois antibidticos apresentaram efeitos sinérgicos
(ICIF = 0.25-0.50) e aditivos (ICIF = 0.62) contra Salmonella abony. E possivel observar
que, curiosamente, quando usados em combina¢do com gentamicina, todos os OEs
mostraram efeitos antagonicos (ICIF = 2.12) contra E. coli (Tabela 4), enquanto junto com
o ciprofloxacino demonstrou efeito sinérgico (ICIF = 0.25) a indiferente (ICIF = 1.12)
(Tabela 2) (MILENKOVIC; STOSOVIC; SLAVKOVSKA, 2018).

Os efeitos sinérgicos do OE de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) com
ampicilina e gentamicina foram testados contra varios patdgenos periodontos. A combinacao
com a ampicilina demonstrou ser sinérgica contra todas as cepas estudadas. O estudo
também classificou a combina¢do com a gentamicina como sendo uma interagdo sinérgica
contra todas as bactérias, exceto pelo efeito aditivo contra Streptococcus ratti (MOON; KIM;
CHA, 2011). A presenca majoritaria do eugenol pode justificar os efeitos aditivos. O eugenol
é um fenilpropandide que atua na ruptura da membrana inibindo a atividade da ATPase, é
um possivel bloqueador da bomba de efluxo, reduzindo assim varios fatores de viruléncia
em concentragdes subinibitérias (LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014).

Os resultados da combinacdo do OE de Mallotus repandus com a estreptomicina
contra B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, apresentaram indices CIF <0.5,
caracterizando a interacdo como sinergia (ZHANG et al., 2021). A tabela 2 mostra os
resultados de varios estudos que utilizaram o método CKB para avaliar interac6es entre OE

e antimicrobianos.
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Tabela 2 - Estudos de sinergia in vitro entre OEs e antibidticos utilizando o método

checkerboard.

Oleo essencial Antibiético

Microrganismo*

SE** Referéncia

Calamintha glandulosa
(Lamiaceae)

Ciprofloxacino

Gentamicina

Calamintha nepeta

(Lamiaceae) Ciprofloxacino

Gentamicina

Calamintha sylvatica

(Lamiaceae) Ciprofloxacino

Gentamicina

Calamintha vardarensis

(Lamiaceae) Ciprofloxacino

E. coli (0.62)
P. aeruginosa (0.62)
S. abony (0.62)
S. aureus (0.75)
E. coli (2.12)
P. aeruginosa (0.62)
S. abony (0.62)
S. aureus (0.25)

E. coli (1.12)

P. aeruginosa (0.50)
S. abony (0.25)
S. aureus (0.75)
E. coli (2.12)
P. aeruginosa (0.75)
S. abony (0.50)
S. aureus (0.25)

E. coli (0.25)

P. aeruginosa (0.62)
S. abony (0.25)
S. aureus (2.17)
E. coli (2.12)
P. aeruginosa (0.62)
S. abony (0.50)
S. aureus (1.23)

E. coli (0.25)

P. aeruginosa (1.12)
S. abony (0.25)

AD Milenkovi¢ et al., 2018
AD
AD
AD
AN Milenkovi¢ et al., 2018
AD
AD

IN Milenkovi¢ et al., 2018

AD
AN Milenkovi¢ et al., 2018
AD

S Milenkovi¢ et al., 2018
AD

AN

AN Milenkovi¢ et al., 2018
AD

S Milenkovi¢ et al., 2018

(Continua)
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Tabela 2 — Continuagéo.

Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
S. aureus (2.12) AN
Gentamicina E. coli (2.12) AN Milenkovi¢ et al., 2018
P. aeruginosa (0.62) AD
S. abony (0.50) S
S. aureus (0.99) AD
Cannabis sativa Ciprofloxacino B. subtilis (0.27) S Nafis et al., 2019
(Cannabaceae)
E. coli (0.28)
K. pneumoniae (0.50)
M. luteus (0.75) SP
P. aeruginosa (0.75) SP
S. aureus (0.38) S
Cinnamomum cassia Ampicilina E. coli (L.25) IN El Atk et al., 2019
(Lauraceae)
S. aureus (0.38)
Cloranfenicol E. coli (0.50) S El Atki et al., 2019
S. aureus (0.50)
Estreptomicina E. coli (1.00) AD El Atki et al., 2019
P. aeruginosa (1.00) AD
S. aureus (0.75) AD
Cinnamomum verum Ampicilina E. coli (0.75) IN Yap et al., 2013
(Lauraceae)
Carbenicilina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Cefazolina E. coli (0.63) IN Yap et al., 2013
Ceftazidima E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Cefuroxima E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Meropeném E. coli (0.75) IN Yap et al., 2013
Piperacilina E. coli (0.50) S Yap et al., 2013
(Continua)
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Tabela 2 — Continuagéo.

Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
Cinnamomum
zeylanicum Amicacina A. baumannii (0.04) S Guerra et al., 2012
(Lauraceae)
Gentamicina A. baumannii (0.50) AD Guerra et al., 2012
Imipenem A. baumannii (2.00) IN Guerra et al., 2012
Meropeném A. baumannii (1.00) IN Guerra et al., 2012
Citrus limon Amicacina A. baumannii (0.04) S Guerra et al., 2012
(Rutaceae)
Gentamicina A. baumannii (0.50) AD Guerra et al., 2012
Imipenem A. baumannii (2.00) IN Guerra et al., 2012
Meropeném A. baumannii (2.00) IN Guerra et al., 2012
Cor!andrum sativum Cefoperazona  A. baumannii (0.75-1.00) AD Duarte et al., 2012
(Apiaceae)
Ciprofloxacino  A. baumannii (0.28-0.38) Duarte et al., 2012
Cloranfenicol ~ A. baumannii (0.05-0.31) Duarte et al., 2012
Gentamicina A. baumannii (0.25-0.38) Duarte et al., 2012
Piperacilina A. baumannii (0.63-1.00) AD Duarte et al., 2012
Tetraciclina A. baumannii (0.19-0.31) S Duarte et al., 2012
(E'\L;E/ziggégz)globulus Ampicilina K. pneumoniae (1.00) AD Salem et al., 2018
S. aureus (0.53) SP
Ampicilina S. aureus (0.37) S Azzam, 2020
Ceftazidima P. aeruginosa (0.75) AD Azzam, 2020
Ceftriaxona S. aureus (0.21) S Azzam, 2020
Ciprofloxacino P. aeruginosa (1.00) AD Azzam, 2020
Gentamicina P. aeruginosa (0.96) AD Azzam, 2020
Vancomicina S. aureus (0.26) S Azzam, 2020
Geop_hila repens Ampicilina E. coli (1.00) AD Rao et al., 2017
(Rubiaceae)
P. aeruginosa (0.38) S

(Continua)
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Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
Cloranfenicol B. subtilis (0.38) Rao et al., 2017
E. coli (0.50)
P. aeruginosa (0.38)
S. aureus (1.50) IN
Estreptomicina B. subtilis (0.75) AD Rao et al., 2017
E. coli (0.13) S
P. aeruginosa (0.38) S
S. aureus (0.38) S
Penicilina E. coli (0.50) S Rao et al., 2017
P. aeruginosa (0.25) S
(Llf‘;l’r?]'i‘gé’;:e;‘“gusmo”a Ampicilina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Carbenicilina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Cefazolina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Ceftazidima E. coli (1.00) IN Yap etal., 2013
Cefuroxima E. coli (0.53) IN Yap etal., 2013
Adaszynska-
Enrofloxacino E. coli (0.22-1.00) S/AD skwirzynska et al.,
2021
Meropeném E. coli (1.50) IN Yap et al., 2013
Piperacilina E. coli (0.26) S Yap et al., 2013
Matricaria recutita Ampicilina S. aureus (0.37) S Goger et al., 2018
(Asteraceae)
Axetilcefuroxima E. coli (0.75) AD Goger et al., 2018
S. aureus (0.75) AD
Tetraciclina E. coli (0.37) Goger et al., 2018
S. aureus (0.26)
Mallotus repandus Estreptomicina B. subtilis (0.27) S Zhang et al., 2021

(Euphorbiaceae)

E. coli (0.50)
P. aeruginosa (0.38)

(Continua)
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Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
S. aureus (0.14) S
'(\f\;la}'/?::gg:e‘;"tem”o"a Ampicilina E. coli (0.75) IN Yap et al., 2013
Carbenicilina E. coli (0.56) IN Yap et al., 2013
Cefazolina E. coli (1.50) IN Yap et al., 2013
Ceftazidima E. coli (1.00) IN Yap et al., 2013
Cefuroxima E. coli (1.50) IN Yap et al., 2013
Meropeném E. coli (1.00) IN Yap et al., 2013
Piperacilina E. coli (0.56) IN Yap et al., 2013
I(\I/Ivtle)lla;::gg:ez):\rmillaris Cloxacilina S. aureus (0.36-1.12) S/AD Buldain et al., 2018
?"Lzrr‘rt]?:cg;gma Ampicilina A. baumannii (0.50) S Rosato et al., 2018
B. cereus (0.46) S
B. subtilis (0.13) S
E. faecalis (0.46) S
E. coli (0.55) S
K. pneumoniae (0.50) S
P. aeruginosa (0.50) S
S. aureus (0.44-0.65) S/AD
Ampicilina E. coli (1.00) IN Yap et al., 2013
Carbenicilina E. coli (0.75) IN Yap et al., 2013
Cefazolina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Ceftazidima E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Cefuroxima E. coli (0.56) IN Yap et al., 2013
Gentamicina A. baumannii (0.46) S Rosato et al.,2018
B. cereus (0.08) S
B. subtilis (0.07) S
E. faecalis (0.32) S

(Continua)
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Tabela 2 — Continuagéo.

Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
E. coli (0.43) S
K. pneumoniae (0.43) S
P. aeruginosa (0.08) S
S. aureus (0.13-0.30) S
Meropenem E. coli (0.26) S Yap et al., 2013
Piperacilina E. coli (0.31) S Yap et al., 2013
Ocimym basilicum Ciprofloxacino  P. aeruginosa (0.09-1.03) S/IN Silva et al., 2016
(Lamiaceae)
S. aureus (4.25) AN
Imipenem P. aeruginosa (0.06-0.75) S/AD Silva et al., 2016
S. aureus (0.06) S
Origa_num majorana Ampicilina E. coli (0.63) IN Yap et al., 2013
(Lamiaceae)
Carbenicilina E. coli (1.06) IN Yap et al., 2013
Cefazolina E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Ceftazidima E. coli (2.00) IN Yap et al., 2013
Cefuroxima E. coli (0.63) IN Yap etal., 2013
Meropeném E. coli (1.00) IN Yap et al., 2013
Piperacilina E. coli (0.75) IN Yap et al., 2013
Satureja kuzistanica Gentamicina P. aeruginosa (0.93-2.00) IN Islamieh et al., 2020

(Lamiaceae)
Norfloxacino  P. aeruginosa (0.32-1.83) S/IN Islamieh et al., 2020

Syzygium aromaticum

(Myrtaceae) Ampicilina >10 cepas (0.50) S Moon et al., 2011

Gentamicina >10 cepas (0.38-0.75) S/AD Moon et al., 2011

Thymus broussonetii

. Cefixima B. cereus (0.50) S Fadli et al., 2012
(Lamiaceae)
B. subtilis (1.00) IN
E. cloacae (1.00) IN
(Continua)
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Tabela 2 — Continuagéo.

Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia
E. coli (0.50) S
K. pneumoniae (1.00) IN
M. luteus (1.00) IN

P. aeruginosa (0.50)
Salmonella sp. (0.18)
S. aureus (0.50)

V. cholerae (0.62) SP
Ciprofloxacino B. cereus (0.15) S Fadli et al., 2012
B. subtilis (0.26) S
E. cloacae (0.50) S
E. coli (0.37) S
K. pneumoniae (0.62) SP

M. luteus (0.26)
P. aeruginosa (0.14)
Salmonella sp. (0.56) SP
S. aureus (0.50) S
V. cholerae (0.14) S
Gentamicina B. cereus (0.12) S Fadli et al., 2012
B. subtilis (0.09) S
E. cloacae (0.50) S
E. coli (0.37) S
K. pneumoniae (0.62) SP
M. luteus (0.12)
P. aeruginosa (0.28)
Salmonella sp. (0.62) SP
S. aureus (0.50)
V. cholerae (0.28)
Pristinamicina B. cereus (0.37)
B. subtilis (0.37)
E. cloacae (0.50)

Fadli et al., 2012

w n nu unu um

(Continua)
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Tabela 2 — Continuagéo.

Oleo essencial Antibidtico Microrganismo* SE** Referéncia

E. coli (0.37)
K. pneumoniae (0.50)
M. luteus (0.31)
P. aeruginosa (0.75) SP
Salmonella sp. (0.50)
S. aureus (0.50)
V. cholerae (0.15)

Thymus dacicus

(Lamiaceae) Gentamicina E. coli (0.50) S Petrovi¢ et al., 2017
K. pneumoniae (0.12) S
S. abony (1.12) IN
Vancomicina S. aureus (0.31) S Petrovi¢ et al., 2017
Thym_us maroccanus Cefixima B. cereus (0.75) SP Fadli et al., 2012
(Lamiaceae)
B. subtilis (0.62) SP
E. cloacae (1.00) IN
E. coli (0.50) S
K. pneumoniae (1.00) IN
M. luteus (1.00) IN
P. aeruginosa (0.75) SP

Salmonella sp. (0.18)
S. aureus (0.18)
V. cholerae (0.31)
Ciprofloxacino B. cereus (0.15)
B. subtilis (0.09)
E. cloacae (0.37)
E. coli (0.12)
K. pneumoniae (0.37)
M. luteus (0.28)
P. aeruginosa (0.15)

Fadli et al., 2012

" 0 nu unu uno nu nu unu n m
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Oleo essencial Antibiético

Microrganismo*

S E**

Referéncia

Gentamicina

Pristinamicina

Salmonella sp. (0.37)
S. aureus (0.26)
V. cholerae (0.14)
B. cereus (0.25)

B. subtilis (0.50)
E. cloacae (0.19)
E. coli (0.28)

K. pneumoniae (0.50)
M. luteus (0.75)
P. aeruginosa (0.18)
Salmonella sp. (0.75)
S. aureus (0.50)
V. cholerae (0.75)
B. cereus (0.28)

B. subtilis (0.31)
E. cloacae (0.50)
E. coli (0.50)

K. pneumoniae (0.50)
M. luteus (0.25)
P. aeruginosa (0.75)
Salmonella sp. (0.75)
S. aureus (0.62)
V. cholerae (0.62)

w o nu nu unuo n unu m

w w w
v Y T 3

" nu nu unu un m

Fadli et al., 2012

Fadli et al., 2012

*O nUmero entre parénteses é o indice de concentragdo inibitdria fracionada (ICIF).

** SE: Sinergia estabelecida.

As interac@es foram classificadas da seguinte forma: S — Sinérgica; SP — Sinergia parcial; AD — Aditiva; IN —

Indiferente (ndo interativo); AN — Antag6nica.

Também foi constatado que, apesar se ter sido mais estudada, os OEs da familia

Lamiaceae foram as Unicas responsaveis pelos resultados antagénicos encontrados (Tabela

3).
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Tabela 3 - Resultados de antagonismo obtidos a partir da utilizacdo do método CKB.

Familia Oleo essencial + Antibidtico  Espécie bacteriana  ICIF Referéncias
C. glandulosa + GEN E. coli 212
C. nepeta + GEN E. coli 2.12
C. sylvatica + CIP S. aureus 217
Milenkovi¢ et al., 2018

Lamiaceae C. sylvatica + GEN E. coli 212
C. vardarensis + CIP S. aureus 2.12
C. vardarensis + GEN E. coli 212

O. basilicum + CIP S. aureus 4.25 Silva et al., 2016

CIP, ciprofloxacino; GEN, gentamicina.

Entretanto, levando em consideracdo a classificacdo descrita por Salem e
colaboradores (2018), um ICIF entre 0.5 e 0.75 ndo seria classificada como aditiva, mas
sinérgica parcial. Outro ponto importante é que um ICIF de 2.12 ndo seria classificado como
um efeito antagénico, mas indiferente.

A presenca de pulegona, epdxido de cis-piperitona e 0xido de piperitenona, nessas
espécies de plantas do género Calamintha, acarreta em um alto efeito antibacteriano. Porém,
os efeitos sinérgicos e antagbnicos desses produtos quimicos e componentes-traco também
podem afetar a atividade antibacteriana dos OEs (MILENKOVIC; STOSOVIC;
SLAVKOVSKA, 2018).

Como é possivel observar na Figura 3, entre todas as combinacdes feitas, as espécies
bacterianas mais testadas foram E. coli (26,09 %), S. aureus (14,23%), P. aeruginosa
(12,65%) e A. baumannii (6,32%). Diferentes antibioticos foram testados contra essas
espécies bacterianas, consequentemente, notou-se que, a gentamicina, ciprofloxacino e a

ampicilina se destacaram como sendo 0s antimicrobianos mais avaliados (Figura 4).
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Figura 3 - Microrganismos mais testados nos ensaios de cheackboard.
A actinomycetemcomitans IR

A baumannii
B. cereus

B. subtilis
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E. coli

E. faecalis

F. nucleatim
K preumoniae
M luteus

P. aeruginosa
P. gingivalis
P. infermedia
S, abony

S anginosus
S aureus
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S, mutans
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S semguinis
S sobrimis
Salmonelle sp.

V. cholerae

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00%

Porcentagem

u Total

Fonte: Dados da pesquisa.

No geral, muitos OEs apresentaram interagcdes sinérgicas e, uma boa parte desses

6leos sdo da familia Lamiaceae e possuem terpenos e/ou terpendides em sua composicao,
como por exemplo: M. piperita (ROSATO et al., 2018), O. basilicum (SILVA et al., 2016)
e T. maroccanus (FADLI et al., 2012). Pode-se dizer que 0s terpenos sao 0s compostos mais

ativos contra bactérias, fungos e protozoarios, e podem desempenhar um papel na

desintegracao de sua estrutura de membrana desses microrganismos (LIMA; CARDOSO,

2007).
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Figura 4 — Relacdo dos antibioticos testados.
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Carbenicilina

u Cefazolina

m Cefixima
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Gentamicina; 25%

Ciprofloxacino; 18%

Fonte: Dados da pesquisa.

A tabela 4 mostra os resultados mais promissores encontrados, contra 0s
microrganismos supracitados. Apesar de ndo terem sido tdo explorados quanto os outros
antimicrobianos, as combinacg6es feitas com amicacina e imipenem foram capazes de obter
os menores ICIFs. Resultados de grande significancia, principalmente para bactérias gram-
negativas, sdo particularmente interessantes visto que essas bactérias sdo dificeis de tratar
com medicamentos antibacterianos comumente utilizados.

A membrana externa das bactérias gram-negativas possui uma forte carga negativa
transmitida pelo lipopolissacarideo, que esta relacionada a composicéo lipidica e a carga

superficial da membrana microbiana. Os monoterpenos contidos nos OEs conseguem
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interagir com a membrana, e seus efeitos antibacterianos podem ser atribuidos ao dano

sofrido pela membrana lipidica microbiana (ROSATO et al., 2018).

Tabela 4 - Melhores ICIFs encontrados para microrganismos mais estudados (A. baumannii,
E. coli, P. aeruginosa e S. aureus).

Oleo essencial Antibidtico Espécie bacteriana* Referéncias

Cinnamomum zeylanicum Amicacina A. baumannii (0.04) Guerra et al., 2012
Citrus limon Amicacina A. baumannii (0.04) Guerra et al., 2012
Thymus maroccanus Ciprofloxacino E. coli (0.12) Fadli et al., 2012

Geophila repens Estreptomicina E. coli (0.13) Rao et al., 2017
Ocimum basilicum Ciprofloxacino P. aeruginosa (0.09) Silva et al., 2016
Mentha piperita Gentamicina P. aeruginosa (0.08) Rosato et al.,2018
Ocimum basilicum Imipenem P. aeruginosa (0.06) Silva et al., 2016
Mentha piperita Gentamicina S. aureus (0.13) Rosato et al.,2018
Ocimum basilicum Imipenem S. aureus (0.06) Silva et al., 2016

*0O numero entre parénteses é o indice de concentragdo inibitdria fracionada (ICIF).

A relacdo sinérgica ou antagonica entre os antibidticos pode ser devido a competicédo
por possiveis alvos primarios. Por outro lado, pode haver efeito sinérgico de multiplos alvos,
envolvendo enzimas, substratos, metabolitos e proteinas, receptores, canais i6nicos,
transportadores, ribossomos, DNA/RNA e mecanismos fisicos e quimicos. Outra explicagdo
pode ser que a interacdo entre diferentes compostos levara a mudangas na estrutura e
conformacdo, e pode levar a uma diminuicdo na atividade inibitéria. No entanto, sem
pesquisas adicionais, é dificil esclarecer o mecanismo exato do efeito sinérgico (ROSATO
etal., 2018).

4 CONCLUSOES

Portanto, com a aplica¢do do método CKB, foi possivel obter resultados promissores
com relacdo a novas opgdes de tratamentos contra algumas doencas infecciosas. O uso
combinado de Oleos essenciais e antibidticos sintéticos demonstrou aumentar o efeito

antimicrobiano, expandir o espectro antibacteriano, sendo capaz também de inibir a
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resisténcia bacteriana. No entanto, ainda ha inimeros OEs ndo estudados em relacdo ao seu
potencial de aumentar a eficacia de farmacos antimicrobianos.

No entanto, a fim de avaliar o potencial dessas combinacbes para aplicacdo
terapéutica, estudos sdo necessarios para explorar o modo de acdo dos OEs e compreender
0s mecanismos moleculares de sua sinergia com varios medicamentos antibacterianos

guimicamente relacionados.
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